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RÉSUMÉ 
PRODUCTION D'ANTICORPS MONOCLONAUX DIRIGÉS CONTRE LES 
CELLULES KURLOFF DE COBAYE ET ACTIVITÉ CYTOTOXIQUE DES 
SOUS-POPULATIONS DE CELLULES KURLOFF 
par 
François Blanchette 
Mémoire présenté au Département de pharmacologie 
en vue de l'obtention du grade de maître ès sciences CM.Sc.). 
Faculté de médecine, Université de Sherbrooke 
Les cellules Kurloff sont des cellules mononucléaires de cobaye 
caractérisées par la présence d'un grand corps d'inclusion prenant la 
coloration P.A.S. (Periodic Acid Schiffi. Les cellules Kurloff sont présentes 
dans divers tissus et organes mais elles sont plus nombreuses chez la 
femelle que chez le mâle. Leur nombre augmente significativement 
pendant la grossesse et sous l'effet de l'administration d'œstrogènes. Les 
cellules Kurloff possèdent une activité cytotoxique tueuse naturelle (NK) 
contre diverses cellules cibles tumorales et cette activité NK est 
indépendante du complexe majeur d'histocompatibilité (MHC). Les buts 
principaux de notre étude étaient de déterminer l'effet du traitement aux 
œstrogènes sur l'augmentation du nombre de cellules Kurloff dans divers 
tissus et organes et de produire des anticorps monoclonaux (Acm) contre 
ces cellules afin de mieux les caractériser. Nous nous sommes intéressés 
à la mesure de l'activité NK au niveau des 5 sous-populations de cellules 
Kurloff identifiées selon leur densité. Nous avons aussi étudié la 
reconnaissance de ces sous-populations par les Acm anti-cellules Kurloff 
ainsi que l'effet d'un de ces Acm (le 14Dl) sur l'activité NK. Nos résultats 
ont montré que l'augmentation du nombre de cellules Kurloff dans la rate 
au cours du traitement hormonal est proportionnelle à l'augmentation du 
nombre de ces cellules dans la moëlle oseuse. Les 5 sous-populations de 
cellules Kurloff purifiées par différents gradients continus de Percoll 
(densité cellulaire: 1.048, 1.062, 1.076, 1.087 et 1.100 g/ml) sont reconnues 
par les 8 Acm préalablement sélectionnés. Ces Acm ont été sélectionnés a 
l'aide des techniques d'ELISA et de cytométrie de flux pour leur 
reconnaissance sélective des cellules Kurloff et pour leur titre. Des études 
d'immunofluorescence et d'ImmunoGold ont montré que les Acm anti-
cellules Kurloff reconnaissent autant les cellules Kurloff provenant de 
cobayes témoins que de cobayes traités aux œstrogènes. Un certain 
pourcentage (entre 55 et 70 %) des cellules Kurloff ont été reconnus par 
l'Acm anti-CD56h qui est un marqueur très spécifique des cellules NK 
humaines et de rat. Nos expériences de relâchement spécifique de 51Cr ont 
montré que les cellules Kurloff de plus faible densité (1.048 à 1.076 g/ml) 
possèdent l'activité NK la plus importante. Enfin l'Acm produit par le 
clone 14Dl ne semble pas moduler l'activité NK des cellules Kurloff. 
INTRODUCTION 
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1.1 DÉCOUVERI'E DES CELLULES KURLOFF 
La présence chez le cobaye d'une cellule mononucléaire caractérisée 
par un corps d'inclusion cytoplasmique est connue depuis plus de 100 ans. 
Cette cellule porte le nom d'un des premiers chercheurs qui l'a décrite. La 
cellule Kurloff a été identifiée pour la première fois par deux groupes 
indépendants soit celui de KURLOFF (1889) à Frankfurt et celui de FOÀ et 
CARBONNE (1889) à Turin. Au cours d'études sur les cellules sanguines 
de cobayes splénectomisés, KURLOFF (1889) remarqua un ensemble de 
cellules qu'il décrivit comme "des cellules caractéristiques de cobaye 
possédant une grande vacuole cytoplasmique ressemblant à un noyau et 
contenant un SEKRETSTOFF élaboré par la cellule." Selon KURLOFF 
(1889), ces cellules représentaient 15 à 20% des leucocytes sanguins chez le 
cobaye. 
À la même époque, l'équipe de FOÀ et CARBONNE (1889) étudiaient 
les cellules spléniques de mammifères. Chez le cobaye, ils firent une 
description beaucoup plus détaillée à l'aide d'illustrations axées sur la 
morphologie typique des cellules Kurloff. Ils observèrent aussi la présence 
de ces cellules à inclusion cytoplasmique au niveau du sang périphérique 
et en quantité moindre au niveau de la moëlle osseuse. Ces différents 
chercheurs avaient découvert le même type cellulaire chez le cobaye. 
Cependant, l'observation la plus importante de ces deux groupes de 
chercheurs fût que le nombre de cellules Kurloff augmentait de façon 
considérable chez les cobayes femelles en état de gestation. LEDINGHAM 
(1906) fit la même observations 17 ans plus tard. 
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1.2 AUGMENTATION DU NOMBRE DE CELLULES KURLOFF 
Les facteurs stimulant la production de cellules Kurloff se divisent 
en deux groupes: 1) les facteurs hormonaux et 2) les facteurs non-
hormonaux. 
1.2.1 Les facteurs hormonaux 
Suite aux travaux de LEDINGHAM (1906), PAPPENHEIM (1914), 
ALEXIEFF et JOUKOFF (1928 b) et SEMENSKAJA (1930) qui rapportèrent 
un nombre accru en cellules Kurloff chez les cobayes femelles gestantes, 
plusieurs auteurs (revue par REVELL, 1977) ont voulu établir une 
corrélation entre la sécrétion d'hormones sexuelles et l'augmentation du 
nombre de cellules Kurloff. ALEXIEFF et JOUKOFF (1928 a,b) ont suggéré 
pour la première fois, qu'il existait un lien entre le nombre de cellules 
Kurloff et les hormones sexuelles. Ils ont observé que les cellules Kurloff 
apparaissaient au début de la maturité sexuelle. Les travaux de KOLMER 
(1912), confirmés par ALEXIEFF et JOUKOFF (1928 a,b) ont démontré 
l'absence de cellules Kurloff dans le sang et dans la rate de cobayes mâles 
et femelles 6 semaines après castration. De plus, l'administration 
d'extraits d'organes sexuelles (spermine et ovaricine) rétablissait la 
présence des cellules Kurloff chez ces animaux castrés. 
Divers groupes de chercheurs italiens (VALLE, 1933; TOSATTI, 
1938 et BABUDIERI, 1938) ont décrient la même observation après 
l'injection d'hormones sexuelles. Les effets de l'œstradiol et de la 
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testostérone sur les niveaux de cellules Kurloff fûrent étudiés d'avantage 
par LEDINGHAM (1940). Ce dernier démontra clairement que la 
testostérone était moins efficace que l'œstradiol pour induire une 
augmentation du nombre de cellules Kurloff. Il nota aussi que le nombre 
de cellules Kurloff sanguines chez les cobayes femelles était influencé par 
leur cycle de production d'œstrogènes (période de 16 jours). 
LEDINGHAM (1940) et DEBOUT et coll. (1983) ont démontré que la 
taille et le nombre de cellules Kurloff augmentaient considérablement en 
réponse à l'injection d'œstradiol chez les cobayes mâles et femelles. Cette 
augmentation n'était pas immédiate, mais apparaissait plutôt quelques (5-
6) jours après l'administration d'œstradiol. SANDBERG et HAGELIN 
(1986) ont tenté, sans succès, d'induire in vitro la formation de cellules 
Kurloff provenant du thymus, de la rate et de la moëlle osseuse en 
présence de sérum de cobayes œstrogénés. Ces auteurs conclurent que 
l'action de l'œstradiol était indirecte puisque son temps d'action in vivo 
était de 5 jours (DEBOUT et coll., 1983) et qu'il ne semblait pas y avoir de 
récepteurs pour cette hormone sur les cellules Kurloff (LANDEMORE et 
coll., 1983). Ces mêmes chercheurs démontrèrent finalement la présence 
d'un récepteur de faible affinité pour l'œstradiol sur des extraits 
cellulaires de cellules Kurloff (LANDEMORE et coll. 1988). Le mécanisme 
d'induction de cellules Kurloff via l'œstradiol n'est toujours pas connu. 
Parallèlement, il a été démontré chez d'autres espèces que les 
niveaux de cellules possédant une activité NK étaient aussi modulés par la 
présence d'hormones sexuelles. Par exemple, des études préliminaires 
effectuées chez la souris ont montré que les œstrogènes diminuent la 
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population cellulaire possédant une activité NK (SEAMAN et coll., 1978; 
HANNA et SCHNEIDER, 1983). SCREPANTI et coll. (1987) ont montré que 
l'augmentation de la formation des cellules NK de souris est biphasique et 
dépend de la durée et de la dose utilisée lors du traitement hormonal. Chez 
la femme, GARZETTI et coll. (1993) ont montré que l'activité NK est 
proportionnelle au niveau d'œstradiol sérique. 
1.2.2 Les facteurs non-hormonaux 
Au début du siècle, plusieurs auteurs ont décrit une augmentation 
du nombre de cellules Kurloff chez le cobaye suite à l'administration de 
substances différentes des œstrogènes. L'injection intrapéritonéale de 
Vibrio nassig (SCHILLING, 1909) augmente le nombre de cellules Kurloff 
chez le cobaye. SEMENSKAJA (1930) a démontré que le nombre de cellules 
Kurloff diminue rapidement lorsque l'infection bactérienne est importante 
mais que cette situation change considérablement dans la période de 
récupération. Cet auteur a suggéré un rôle immunitaire pour les cellules 
Kurloff. Ce même auteur a démontré que l'avitaminose C est la seule 
déficience vitaminaire qui augmente le nombre de cellules Kurloff. Par 
contre, l'administration de vitamine D augmentait aussi le nombre de 
cellules Kurloff (FLORENTIN et BINDER, 1940). 
Plus récemment, SEWELL et coll. (1988) et THOMPSON et coll. (1988) 
ont montré que la cyclophosphamide agit en synergie avec un autre 
immunosuppresseur, la cyclosporine A, pour induire la formation de 
cellules Kurloff chez le cobaye. Le même traitement chez le rat augmente 
aussi le nombre de cellules NK dans la rate des rats traités. A l'aide 
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d'anticorps monoclonaux spécifiques d'antigènes de surface, l'analyse des 
cellules Kurloff retrouvées dans la rate après ce traitement a montré que 
leur phénotype (CT7+, MSgp12-, CT6-) est analogue à une population 
lymphocytaire humaine capable de médier une activité NK (CD3+, CD4-, 
CDS-). 
1.3 MORPHOLOGIE DES CELLULES KURLOFF 
La cellule Kurloff est principalement caractérisée par la présence 
d'une inclusion cytoplasmique imposante et par un ratio 
cytoplasme/noyau élevé. Ce corps d'inclusion dense aux électrons peut être 
identifié par la coloration au P .A.S. (Periodic Acid Schiff). 
Les principales caractéristiques des cellules Kurloff observées en 
microscopie électronique sont; 1) un corps d'inclusion dense aux électrons, 
2) la présence extensive de réticulum rugueux et de ribosomes libres 
généralement situés entre le noyau et le corps d'inclusion, 3) un appareil 
de Golgi bien développé, 4) la présence de patrons de myélines et de 
mitochondries situées en périphérie du corps d'inclusion et 5) l'absence de 
lysosomes et de phagosomes (REVELL et coll., 1971; IZARD et coll., 1976; 
REVELL et coll., 1977 pour revue). 
1.4 CARACTÉRISTIQUES DU CORPS D'INCLUSION 
La cellule Kurloff a été étudiée a cause de la présence de cette 
inclusion cytoplasmique très caractéristique de cette cellule. Diverses 
théories sur la nature et la composition de cette inclusion dérivent de son 
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comportement suite à des fixations et des colorations cellulaires (voir 
REVELL 1977; LEDINGHAM 1940 pour revues). 
Certains chercheurs du début du siècle ont proposé que le corps 
d'inclusion était plutôt un parasite (de type spirochète ou rickettsi) ingéré 
par la cellule Kurloff (LEDINGHAM 1906; ROSS 1912). Cette hypothèse a 
été rapidement éliminée puisqu'il n'a pas été possible d'induire une 
infection parasitaire chez d'autres espèces après l'injection des inclusions 
de cellules Kurloff (LEDINGHAM 1940; REVELL 1977, pour revues). 
WOODCOCK (1921) a avancé l'hypothèse phagocytaire en suggérant que le 
corps d'inclusion représentait un érythrocyte phagocyté. Ces travaux 
étaient basés sur la détection de fer au niveau de l'inclusion. Plusieurs 
auteurs n'ont pu confirmer cette hypothèse au moyen de méthodes 
chimiques. Plus récemment, des expériences effectuées par WELSH (1966) 
et par BERENDSEN (1979) ont montré que la cellule Kurloff ne possédait 
pas d'activité phagocytaire. L'hypothèse nucléaire proposée par LEINATI 
(1932) est basée sur des observations microscopiques d'après lesquelles 
l'auteur concluait que le corps d'inclusion se formait suite à une 
dégénérescence du matériel nucléaire. KURLOFF (1889) émit l'hypothèse 
selon laquelle le corps d'inclusion était d'origine endogène et était sécrété 
par la cellule Kurloff. Cette hypothèse a été supportée par les travaux de 
REVELL et coll. (1971) qui ont décrient la présence de cellules Kurloff qui 
étaient entourées par un nuage de fines gouttelettes P.A.S.-positives au 
niveau du placenta. De plus, MARSHALL et coll. (1971) ont suggéré que les 
cellules Kurloff libèrent leurs corps d'inclusion dans les canaux 
vasculaires du placenta. Par la suite, plusieurs auteurs (MARSHALL et 
SWETTENHAM 1969; MUIR ET MARSHALL 1961; DEAN et MUIR 1970; 
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LANDEMORE et coll., 1984, LANDEMORE et coll., 1986; LETAIEF et coll., 
1989) ont confirmé la production interne de l'inclusion cytoplasmique et 
ont montré qu'elle est composée de complexes de chondroïtine sulphate-
glycosaminoglycan, de mucoprotéines et de mucopolysaccharides. DEAN 
et MUIR (1971) ont montré la présence de protéoglycans du même type 
chez les cellules spléniques humaines, de rat, de porc et de mouton. 
Beaucoup de travaux ont été réalisés pour mettre en évidence la 
nature lysosomale du corps d'inclusion. Une forte activité phosphatase 
acide et triméthaphosphatase a été observée par TIFON et coll. (1986) et par 
LANDEMORE et coll. (1987), tandis que BUAT et coll. (1988) ont décrit une 
activité arylsulphatase à la périphérie du corps d'inclusion. La nature 
lysosomale du corps d'inclusion est supporté par la co-existence 
d'enzymes et de glycosaminoglycans. Les lysosomes primaires de 
leucocytes (AVILA et CONVIT 1975; PARMLEY et coll., 1979) et plus 
particulièrement les granules de cellules NK humaines (MacDERMOTT et 
coll., 1985; PARMLEY et coll., 1985) possèdent un tel arrangement. Dans 
ce dernier cas, on dit que les glycosaminoglycans emmagasinent les 
enzymes cytolytiques et préviennent leur activation anti-tumorale 
prématurée. 
1.5 DISTRIBUfIONTISSULAIBE DES CELLULES KURLOFF 
Depuis la découverte des cellules Kurloff dans le sang par 
KURLOFF (1889) et dans la rate par FOÀ et CARBONNE (1889), plusieurs 
études ont porté sur la distribution tissulaire des cellules Kurloff (REVELL 
et coll., 1971; KORTELAINEN et KORHONEN 1976 b). En général, les 
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cellules Kurloff sont retrouvées en grand nombre dans les organes 
richement vascularisés et leur nombre dépend du traitement hormonal 
employé. La rate est l'organe le plus utilisé pour la purification de ces 
cellules. Dans cet organe, les cellules Kurloff sont présentes 
exclusivement dans la pulpe rouge alors que dans le thymus, elles sont 
retrouvées surtout au niveau du cortex (ERNSTROM et SANDBERG 1971; 
REVELL et coll., 1971; IZARD et coll., 1976; ALTMAN et RAPP 1978). 
Les cellules Kurloff sont aussi retrouvées en grand nombre dans les 
capillaires des alvéoles pulmonaire, dans les canaux vasculaires du foie et 
dans les vaisseaux sanguins périphériques (LENDRUM 1952; REVELL et 
coll., 1971; IZARD et coll ., 1976; KITTAS et coll., 1979). Des études 
histologiques ont montré que ces cellules sont moins nombreuses dans la 
moëlle osseuse (REVELL et coll., 1971; IZARD et coll., 1976) et sont 
pratiquement absentes au niveau des nodules lymphatiques (ERNSTRÔM 
et SANDBERG 1971; REVELL et coll., 1971; cités par SANDBERG et 
HAGELIN 1990). REVELL et coll. (1971) et MARSHALL et coll. (1971) ont 
observé la présence de cellules Kurloff dans les canaux vasculaires du 
placenta. Il est intéressant de noter que ces cellules sont moins 
nombreuses dans la zone spongieuse du syncytiotrophoblaste, région 
contenant uniquement le sang maternelle. 
Des cellules capables d'activité NK chez le cobaye ont été retrouvées 
dans différents compartiments lymphoïdes. Cette activité est 
prédominante dans la rate, moyenne dans le sang et les ganglions et nulle 
dans les thymus. Un traitement aux œstrogènes augmente la population 
de cellules Kurloff dans toutes les régions sans modifier l'activité lytique, à 
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l'exception du thymus, où elle augmente considérablement (EREMIN et 
coll., 1980 a). Il semble que la distribution des cellules Kurloff soit 
proportionnelle à l'activité NK retrouvée dans les différents organes et 
tissus à l'exception du thymus. TORTEN et coll. (1982) et TORIBIO et coll. 
(1983) ont montré que des cellules provenant de thymus humains peuvent 
aussi développer une activité NK, in vitro, en présence d'interleukine 2 
(IL-2). 
1.6 ACTIVITÉS ET FONCTIONS POTENTIELLES DES CELLULES 
KURLOFF 
Le rôle des cellules Kurloff chez le cobaye demeure toujours 
incertain. MARSHALL et coll. (1970, 1971) ont été les premiers à proposer 
un rôle fonctionnel substantiel pour le corps d'inclusion de la cellule 
Kurloff. Ils ont suggéré que la cellule Kurloff peut jouer un rôle dans la 
protection du placenta contre les mécanismes de défense immunitaire de 
la mère. Ils ont observé des gouttelettes fluorescentes à l'extérieur des 
cellules Kurloff dans les canaux vasculaires du placenta à l'aide 
d'anticorps anti-protéoglycans par la technique d'immunofluorescence. Le 
processus d'extrusion du matériel composant le corps d'inclusion est 
décrit d'avantage par LANDEMORE et coll. (1983 a). A l'aide de 
microscopie à balayage, ces auteurs ont observé des pores à surface lisse 
sur la paroi cellulaire externe des cellules Kurloff. Ils ont remarqué la 
formation d'expansion cellulaire à travers l'un de ces pores ainsi que 
l 'existence d'un corps d'inclusion sous forme libre. Ces observations les 
ont amené à conclure qu'il s'agit d'un processus physiologique semblable 
à la dégranulation des basophiles décrit par DVORAK et coll. (1981). 
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MacDERMOTI et coll., (1985) et SCHMIDT et coll. (1985) ont rapporté le 
phénomène d'exocytose des protéoglycans chez les chez les cellules NK 
humaines. Des récentes études ont suggéré l'implication des cellules NK 
dans la défense immunologique du placenta (PARR et coll., 1990). De plus, 
il a été démontré que les glycosaminoglycans du corps d'inclusion dérivés 
de protéolyses inhibent in vitro la migration des macrophages (REVELL et 
coll., 1972; DEAN et MUIR 1975), suggérant la non nécessité de l'intégrité 
du corps protéique du protéoglycan. MARSHALL et coll., (1971) ont 
préalablement rapporté que .les protéoglycans composant le corps 
d'inclusion de la cellule Kurloff sont spécifiquement cytotoxique pour les 
macrophages. 
D'autres études ont suggéré que les cellules Kurloff peuvent jouer 
un rôle dans la défense anti-tumorale (EREMIN et coll., 1980 a,b). Les 
cellules Kurloff possèdent des récepteurs de surface (FcyR) pour des 
anticorps cytolytiques (WILSON et COOMBS 1971). EREMIN et coll., (1980 
b) ont montré que ces cellules possèdent une activité cytotoxique 
dépendante des anticorps ou ADCC (Antibody-Dependant Cellular 
Cytotoxicity). Une activité cytotoxique naturelle de type NK (natural killer) 
(EREMIN et coll.,1980 a; DEBOUT et coll., 1984; POULIOT et coll., 1991) 
ainsi qu'une activité cytotoxique naturelle de type NC (natural cytotoxic) 
(POULIOT et coll., 1991) ont été mises en évidence chez les cellules Kurloff. 
Récemment, DEBOUT et coll. (1993) ont montré que les cellules Kurloff 
peuvent induire la lyse d'une lignée de cellules leucémiques (LC2) chez le 
cobaye. Selon ces auteurs, cette caractéristique des cellules Kurloff 
pourrait expliquer le haut degré de résistance contre l'apparition 
spontanée ou expérimentale de cancers chez le cobaye. 
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MAGHNI et coll. (1991) ont montré que les cellules Kurloff sont 
capables de générer des quantitées significatives de prostaglandine E2 
(PGE2) et elles sont aussi capables d'hydrolyser le leucotriène Ai (LTA4) 
exogène en leucotriène B4 (LTB4). La PGE2 inhibe l'activité NK (DROLLER 
et coll., 1978; BRUNDA et coll., 1980), tandis que le LTB4 augmente 
l'activité cytotoxique (ROLA-PLESZCZYNSKI et coll., 1983). MAGHNI et 
coll. (1991) ont suggéré que ces éicosanoïdes peuvent faire partie de 
mécanismes d'autorégulation de l'activité cytotoxique des cellules Kurloff. 
1. 7 ORIGINE DES CEILULES KURLOFF 
L'origine thymique des cellules Kurloff a premièrement été 
suggérée par JOLLY ET FÉRESTER (1929). La présence de colonies de 
cellules Kurloff dans les régions corticomédulaires du thymus, observée 
par BIMES et coll. (1964) et RUTH et coll. (1964) a appuyé cette hypothèse. 
Par comparaison du nombre de cellules Kurloff retrouvées au niveau des 
vaisseaux afférents et efférents du thymus, de la rate et des nodules 
lymphoïdes, ERNSTROM et SANDBERG (1971) ont remarqué un nombre 
plus élevé de cellules Kurloff dans les canaux afférents de la rate. Cette 
observation suggérait qu'il existait une prolifération de ces cellules au 
niveau de la rate. Cependant, les hypothèses d'une origine thymique ou 
splénique n'ont pas été confirmées par les études de thymectomies et de 
splénectomies, respectivement. RANLOV et coll. (1970) n'ont pu démontré 
si la l'absence ou la présence de tissus thymique influence la formation de 
cellules Kurloff. HEINLE et HEYDINGER (1944) ont même rapporté une 
augmentation du nombre de ces cellules après traitement aux œstrogènes 
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chez des cobayes splénectomisés et chez des cobayes non-splénectomisés. 
Ces résultats expérimentaux suggèrent la possibilité qu'un autre 
organe soit impliqué dans la production des cellules Kurloff. KITTAS et 
coll. (1979) ont suggéré que la moëlle osseuse pourrait être le site de 
production de ces cellules. ADAMS (1977) a rapporté que la concentration 
de lymphocytes dans la moëlle osseuse ne changeait pas de façon 
significative après une thymectomie néonatale, contrairement au sang 
périphérique. KITTAS et coll. (1979) ont proposé que la genèse des cellules 
Kurloff et des cellules Kupffer se déroulait au niveau de la moëlle osseuse. 
Ils ont décrit que le foie de cobaye mâle et femelle traités avec l'hexoestrol 
pendant une courte période contient plus de cellules Kupffer que les 
cobayes témoins. Cette observation est en accord avec les découvertes 
antérieures qui ont décrit une augmentation du nombre de cellules 
Kupffer suite à l'administration d'œstrogènes (KELLY et coll., 1962; 
KINSKY et coll. 1969; WARR et SLJIVIC 1973). Un traitement plus long 
provoque une augmentation du nombre de cellules Kurloff au profit des 
cellules Kupffer. Cependant, chez la souris (ne possédant pas de cellules 
Kurloff), le nombre de cellules Kupffer augmente progressivement tout au 
long du traitement. KITTAS et coll. (1979) n'ont pu démontrer par 
microscopie optique et électronique qu'il s'agissait d'une transformation 
des cellules Kupffer en cellules Kurloff. Ces auteurs ont suggéré que le 
lien entre ces deux types cellulaires était une cellule progénitrice identique 
(sensible aux œstrogènes) au niveau de la moëlle osseuse. 
L'origine des cellules NK chez l'homme et la souris est clairement 
définie et supporte l'ontogénie de la moëlle osseuse comme pour les 
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cellules Kurloff. De plus, HALLER et coll. (1977), ROONEY et coll. (1986) et 
LUM (1987) ont rétabli l'activité cytotoxique chez des humains irradiés 
grâce à une transplantation de moëlle osseuse. 
1.8 CI.ASSIFICATION DES CELLULES KURLOFF 
L 'appartenance des cellules Kurloff à un type cellulaire 
lymphocytaire ou monocytaire n'est pas bien établie. Les cellules Kurloff 
semblent posséder à la fois des propriétés monocytaires et lymphocytaires. 
REVELL et coll. (1971) ont montré que les cellules Kurloff étaient 
pratiquement absentes dans la pulpe blanche de la rate, dans le 
parenchyme du thymus et dans la région folliculaire et paracorticale des 
ganglions lymphatiques. A l'inverse, ces cellules sont présentes en grand 
nombre dans la pulpe rouge de la rate comme les monocytes. 
Contrairement aux lymphocytes, DUPLAN (1956) a montré que le nombre 
de cellules Kurloff et de monocytes sanguins augmente après irradiation 
d'un cobaye. Les cellules Kurloff expriment des récepteurs pour des 
anticorps cytophyliques (FcyR) comme dans le cas des monocytes et des 
macrophages (WILSON et COOMBS, 1971). Tout comme les cellules de 
lignée lymphocytaire, les cellules Kurloff ne possèdent pas de lysosomes, 
ni de phagosomes (REVELL et coll., 1971) et par conséquent, elles ne 
possèdent donc pas de propriétés phagocytaires (WELSH, 1966; 
KORTELAINEN et KORHONEN, 1976 b; BERENDSEN, 1979). De plus, les 
cellules Kurloff possèdent une autre caractéristique en faveur de la lignée 
lymphoïde, soit la présence de récepteurs de surface pour les érythrocytes 
de lapin tratés à la papaïne, un marqueur des lymphocytes T chez le 
cobaye (WILSON et GURNER, 1975). 
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Plus récemment, DEBOUT et coll. (1991), à l'aide d'anticorps 
monoclonaux (ELISA et cytométrie de flux) ont exclus toute relation entre 
les cellules Kurloff et la lignée monocyte/macrophage ainsi que la lignée 
des lymphocytes B. Ils ont suggéré que les cellules Kurloff exprimant des 
marqueurs de lymphocytes T peuvent être classifiées dans la classe des 
lymphocytes possédant une activité NK. 
Les cellules NK humaines possèdent aussi des caractéristiques 
biochimiques et phénotypiques des lignées myéloïdes et lymphoïdes 
(RODER et PROSS 1982; ORTALDO et HERBERMAN 1984; TRINCHIERI 
1989). Les cellules Kurloff sont associées aux lymphocytes dits LGL (Large 
Granular Lymphocyte) ou grands lymphocytes granuleux, caractérisés 
par un ratio cytoplasme:noyau élevé. Ces cellules NK ont initialement été 
caractérisées comme étant non-adhérantes et non-phagocytaires 
(HERBERMAN et coll., 1979; HERBERMAN et ORTALDO, 1981). Environ 
50% d'entre elles forment des rosettes de faible affinité avec des 
érythrocytes de mouton, une caractéristique des lymphocytes T et NK 
humains (RODER et PROSS, 1982; HERBERMAN, 1986) 
1.9 ACTIVITÉ NK (NATURAL KILLER) 
Les cellules mononucléaires présentant une cytotoxicité naturelle à 
médiation cellulaire jouent un rôle très important dans la défense anti-
tumorale (HERBERMAN et HOLDEN, 1978; HANNA et BURTON, 1981; 
PUCETTI et coll., 1980). Les cellules NK constituent la première ligne de 
défense contre les micro-organismes ou les cellules tumorales 
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(HERBERMAN et ORTALDO, 1981). JANEWAY (1989) a proposé qu'elles 
dérivent d'un système immunitaire primitif. 
Le mécanisme d'action des cellules NK a été étudié par plusieurs 
chercheurs (YOUNG et CORN, 1987; TRENCHIERI 1989; LOTZOVA et 
HERBERMAN 1992, pour revues). Les cellules NK sont capables de lyser 
des cellules tumorales (TAKASUGI et coll., 1973), des cellules normales 
(TIMONEN et coll., 1979), des cellules infectées par un virus (ROLA-
PLESZCZYNSKI, 1980; FITZGERALD et coll., 1983) ou des bactéries 
(BIRON et WEISH, 1982). Cette activité cytolytique est indépendante du 
complexe majeur d'histocompatibilité (KARRE et coll., 1991; 
TRINCHIERI, 1989; RITZ et coll., 1988). De plus, l'initiation de cette 
fonction ne nécessite pas de pré-sensibilisation de la cellule NK (RITZ, 
1989; TRINCHIERI, 1989). 
Le mécanisme de lyse comporte diverses étapes. En premier lieu, la 
cellule effectrice reconnait divers marqueurs sur la cellule cible et va se 
lier avec elle (GUNJI et coll., 1989). Cette liaison active la cellule NK et 
induit la libération de facteurs cytotoxiques tels la perforine et les 
estérases , contenues dans des granules de sécrétions (FREY et coll., 1982; 
TARGAN et NEWMAN 1983; WRIGHT et coll., 1983; ATKINSON et coll., 
1990). La perforine provoque la formation de pores dans la membrane de la 
cellule cible ce qui conduit à une cytolyse résultant de la différence de 
pression osmotique (effet Dunan) (HISERODT et coll., 1982). 
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1.10 OBJECTIFS DU TRA V AIL 
Nous venons de voir que les cellules Kurloff de cobaye ressemblent 
d'un point de vue biologique aux lymphocytes (LGL) ou cellules NK de 
diverses espèces de mammifères. L'avantage premier du cobaye comme 
modèle expérimental provient de la facilité avec laquelle les cellules 
Kurloff peuvent être purifiées en très grand nombre. L'obtention d'un 
nombre important de ces cellules a permis à POULIOT et coll. (1991) 
d'élucider davantage les mécanismes des activités NK et NC des cellules 
Kurloff 
L'objectif principal de ce travail était de produire un anticorps 
monoclonal qui reconnaîtrat spécifiquement les cellules Kurloff et 
d'étudier l'activité NK parmi des sous-populations de cellules Kurloff. Cet 
anticorps permettrait afin d'approfondir nos connaissances au sujet de ces 
cellules. De plus, nous avons étudié le marquage par cet anticorps des 
sous-populations de cellules Kurloff afin de déterminer s'il existe une 
différence d'expression de ce marqueur suivant la sous-population. 
L'ensemble de ces travaux devrait nous procurer de nouvelles 
informations sur les cellules Kurloff et ses sous-populations cellulaires. 
MATÉRIEL ET MÉTHODES 
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2.1 ANIMAUX 
Des cobayes femelles Dunkin-Hartley (250-300g) provenant des 
laboratoires d'élevage Charles River (Charles River Canada Inc., St-
Constant, Qué.) ont été utilisés pour nos recherches. Les cobayes traités 
aux œstrogènes ont reçu un minimum de 3 injections intra péritonéales de 
17-~-œstradiol-3-benzoate (Sigma Co. Chemical, St-Louis, MO) à une dose 
de 3 mg/Kg de poids corporel. Le 17-~-œstradiol-3-benzoate était mis en 
suspension dans de la saline 0.9 % apyrogénique. Les animaux étaient 
sacrifiés par dislocation cervicale 1 semaine après la dernière 
administration d' œstradiol. 
Des souris femelles immunologiquement matures agées de 6 
semaines appartenant à la lignée BALB/c et provenant des laboratoires 
d'élevage Charles River ont été utilisées pour la production d'anticorps 
monoclonaux. Ces souris ont été sensibilisées après injection intra 
péritonéale d'une suspension de cellules Kurloff (10 x 106 cellules 
Kurloff/100 µl PBS) hautement purifiées. Cette opération a été répétée 
quatre fois toutes les 3 à 4 semaines. Une dernière injection de cellules 
Kurloff par voie intra-veineuse a été réalisée quatre jours avant la fusion 
cellulaire d'hybridomes. Les souris ont été sacrifiées par dislocation 
cervicale. 
2.2 ISOLEMENT DES CELLULES KURLOFF ET DE LEURS SOUS-
POPULATIONS 
Au cours de ces travaux, nous avons déterminé le nombre de 
cellules Kurloff retrouvées dans la rate, le sang et la moëlle osseuse. 
2.2.1 La rate 
La rate a été prélevée chez des cobayes femelles traitées aux 
œstrogènes selon la procédure décrite précédemment. La rate à été 
disséquée et dissociée mécaniquement dans du PBS (tampon phosphate 
salin; composition: KCl 0.2 g/L, Na2HP04 1.15 g/L et de KH2P04 0.2 g/L 
dissout dans 900 ml de saline 0.9 % et 90 ml d'H20). La suspension 
cellulaire a ensuite été filtrée sur filtre de nylon (100 µm) et centrifugée 
pendant 10 min. à 800 x g. Les globules rouges retrouvées dans le culot 
cellulaire ont été lysées par choc osmotique réalisé par suspension des 
cellules spléniques dans une solution de saline 0.2 % (pendant 20 secondes) 
suivit d'un volume équivalent de saline 1.6 %. Les cellules spléniques ont 
été recentrifugées pendant 10 min. à 800 x g. Les cellules Kurloff ont été 
d'abord purifiées sur un gradient de Percoll continu 50 %. (figure 1) 
Le Percoll à la concentration de 50 % a été préparé selon la méthode 
décrite par MAGHNI et coll. (1991) et par PELÉ et coll. (1989). Brièvement, 
le gradient de Percoll de densité appropriée a été préparé en ajoutant 9 ml 
d'une solution (0.9 g de NaCl, 1 ml de PBS lOOX et 9 ml d'eau distillée) à 111 
ml d'une solution commercial de Percoll (2.26 : 27.74, v/v). Dix millilitres 
de cette solution de Percoll stock ont été mélangés avec un volume 
équivalent de PBS et centrifugé à 20 000 x g pendant 15 minutes à 4°C pour 
former le gradient continu. La suspension cellulaire splénique (80 à 90 x 
106 cellules/10 ml) a été déposée sur le gradient de Percoll et à nouveau 
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Figure 1: Isolement des sous-populations de cellules Kurloff. Une 
suspension de cellules spléniques (80 à 90 cellules/10 ml) a été 
déposée sur un premier gradient de Percoll continu (50 %). 
Après une centrifugation (30 min. à 360 x g) les cellules de la 
bande supérieure ont été déposées sur un gradient de Percoll 45 
% et les cellules de la bande inférieure sur un gradient de 
Percoll 65 %. Après centrifugation de ces diverses fractions, les 
cellules de la bande cellulaire inférieure du gradient de Percoll 
65 % ont été déposées sur un gradient de Percoll 70 %. De cette 
façon, 5 sous-populations de cellules Kurloff de densitées 1.048 à 
1.100 g/ml ont été isolées . 
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Les cellules Kurloff présentes dans la bande supérieure (densités de 
1.048 et 1.062 g/ml) et inférieure (densité de 1.076 à 1.100 g/ml) du gradient 
Percoll continu ont été prélevées à l'aide d'une pipette Pasteur et lavées 2 
fois dans 30 ml de PBS ou dans du milieu de culture (milieu standard) 
composé de RPMI 1640 (Gibco BRL Canada, Burlington, Ont.) 
supplémenté avec 10 % de sérum de veau fœtal (FBS) (HyClone 
Laboratories Inc., Logan, Utah), 2g/L de NaHC03, 80 U/ml de pénicilline 
G (Glaxo Lab., Montréal, Qué.) et 100 g/ml de streptomycine (Glaxo Lab., 
Montréal, Qué.). Les cellules Kurloff possédant une densité de 1.076 à 1.100 
g/ml et une pureté d'environ 99 % (MAGHNI et coll., 1991) ont été utilisées 
pour la sensibilisation des souris BALB/c. Le nombre de cellules Kurloff a 
été déterminé sur un hématimètre et la viabilité cellulaire a été mesuré 
par la méthode d'exclusion du bleu de Trypan. 
Lors de la purification des sous-populations de cellules Kurloff, des 
gradients de Percoll de diverses concentrations (45 %, 65 % et 70 %) ont été 
utilisés. Tel qu'illustré à la figure 1, les cellules retrouvées dans la bande 
supérieure du gradient de Percoll 50 % ont été déposées sur un gradient de 
Percoll 45 % afin de purifier les deux sous-populations de densité 1.048 et 
1.062 g/ml. Les cellules retrouvées dans la bande cellulaire inférieure du 
gradient de Percoll 50 % ont été déposées sur un gradient de Percoll 65 % 
afin d'obtenir une sous-population cellulaire purifiée de densité 1.076 g/ml 
et une population de cellules non-purifiées de densité 1.087 et 1.100 g/ml. 
Ces deux sous-population ont été finalement purifiées sur un gradient de 
Percoll 70 % (figure 1). 
2.2.2 Le sang 
Les cellules sanguines de cobaye ont été prélevées par ponction 
cardiaque à l'aide d'une aiguille hypodermique 18 G. Un volume sanguin 
variant entre 5 et 9 ml a été récupéré dans une seringue (10 ml) contenant 
1 ml de citrate de sodium (3.15 %). Le nombre total de leucocytes a été 
déterminé après concentration des cellules sanguines par centrifugation 
sur un gradient de Percoll 67.5 % (élimination des érythrocytes). Pour ce 
faire, 2 ml de sang ont été dilué dans 8 ml de PBS et cette suspension 
cellulaire a été déposée sur un gradient continu de Percoll de 67.5 %. Les 
leucocytes sanguins ont été récupérés dans la bande supérieure du 
gradient de Percoll. Le nombre de cellules Kurloff par mm3 de sang a été 
calculé à l'aide de la formule suivante; 
<t x V x 1000 = X cellules / mm3 
2 CV - 1) 
où </, est le nombre de cellules Kurloff compté par la technique 
d'hématiemètre et V est le volume de sang (ml) obtenu (incluant le 1 ml 
d'anticoagulant). Le nombre de cellules et la viabilité cellulaire ont été 
déterminés comme décrit précédemment. 
2.2.3 La moëlle osseuse 
Les cellules totales de la moëlle osseuse ont été isolées des fémurs 
droits et gauches. Pour ce faire les deux extrémités du fémur ont été 
sélectionnés et la moëlle osseuse a été récupéré par passage de 10 ml de 
PBS dans le fémur. 
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La moëlle osseuse ainsi obtenue a été resuspendue avec une pipette 
Pasteur et les cellules ont été filtrées sur un filtre de nylon (100 µm). Après 
centrifugation (10 min. à 800 x g) le culot a été suspendu dans 10 ml de 
PBS. Le nombre de cellules et la viabilité cellulaire ont été déterminés 
comme décrit précédemment. 
2.3 PURIFICATION DES AUTRES TYPES CELLULAJRES 
La détermination de la spécificité des anticorps monoclonaux vis à 
vis des cellules Kurloff a été effectué en comparant la liaison de ces Acm 
sur d'autres populations cellulaires du cobaye. Les éosinophiles, les 
neutrophiles et les macrophages alvéolaires, ainsi que les lymphocytes et 
les monocytes spléniques ont été purifiés pour déterminer la spécificité des 
Acm obtenus. 
2.3.1 les éosinophiles alvéolaires 
Les éosinophiles alvéolaires existent en petit nombre chez le cobaye. 
Le nombre d'éosinophiles peut être augmenté par l'injection intraveineuse 
de billes de Sephadex G-50 tel que décrit par MAGHNI et coll. (1993) et ils 
sont obtenus par lavages bronchoalvéolaires (BAL) de cobayes. Brièvement, 
des cobayes conscients ont reçu une injection intra veineuse de billes de 
Sephadex G-50 Superfine (Pharmacia, Uppsala, Suède) à une dose de 24 
mg/Kg et ont été sacrifiés 24 heures après par une injection 
intrapéritonéale de pentobarbitone (60 mg/Kg). La trachée a été canulée à 
l'aide d'un cathéter lié à un système de valves et une paire de seringues de 
60 ml. Une solution de PBS à 37 °C a été infusée dans les poumons par 
aliquotes de 5 ml (volume totale 50 ml) et a été réaspirée par la deuxième 
seringue après un léger massage des poumons. Après la lyse des globules 
rouges, les cellules du BAL ont été déposées sur un gradient continu de 
Percoll de 65 %. Une population d'éosinophiles normodenses (densités 
1.084 à 1.100 g/ml) a été récupérée dans la bande inférieure du gradient. 
Cette population cellulaire a été lavée deux fois avec 30 ml de PBS et 
resuspendue dans ce même tampon à une concentration de 1x106 et de 10 
x 106 cellules/ml pour les techniques d'ELISA et de cytométrie de flux 
respectivement. 
2.3.2 Les neutrophiles alvéolaires 
Les neutrophiles alvéolaires ont aussi été isolés des animaux 
préalablement traités aux billes de Sephadex. Les neutrophiles retrouvés 
dans le BAL des animaux traités aux billes de Sephadex ont été purifiés de 
la bande cellulaire supérieure du gradient de Percoll 65 % dont les cellules 
ont été redéposées sur un gradient continu de Percoll 50 %. Les 
neutrophiles (densité 1.076 g/ml) ont été récupérés dans la bande 
inférieure de ce gradient de Percoll 50 %. Les neutrophiles ont été lavés 
deux fois avec 30 ml de PBS et resuspendus dans ce même tampon. 
2.3.3 Les macrophages alvéolaires 
Les macrophages alvéolaires correspondent à 90 % de la population 
cellulaire alvéolaire chez le cobaye sain. Les macrophages ont été purifiés 
sur un gradient de Percoll 50 % après un BAL. Ces cellules ont été 
collectées dans la bande supérieure du gradient de Percoll. Les 
macrophages alvéolaires ont été lavés deux fois avec 30 ml de PBS et 
resuspendus dans ce même tampon. 
2.3.4 Les lymphocytes spléniques 
Afin d'obtenir un nombre significatif de lymphocytes et de 
monocytes, les lymphocytes spléniques ont été purifiées à partir de rate de 
cobayes témoins. Après dissociation du tissu splénique, les cellules totales 
ont été centrifugées et un choc osmotique a été réalisé afin d'éliminer les 
érythrocytes. Après centrifugation des cellules, le culot de cellules 
spléniques a été resuspendu dans 100 ml de milieu culture RPMI 1640 (10 
% FBS, 2g/L de NaHC03, 80 U/ml de pénicilline G et 100 g/ml de 
streptomycine). Les cellules ont ensuite été déposées dans des boîtes de 
Pétri 100 mm x 20 mm (Falcon, Becton Dickinson, Oxnard, CA) puis 
incubées pendant deux heures dans un incubateur (37 °C, 95 % 02 et 5 % 
C02). Cette opération permet d'éliminer les monocytes par adhérence de 
ces cellules dans le fond de la boîte de Pétri. Le surnageant riche en 
lymphocytes a été récupéré, centrifugé pendant 10 min. à 600 x g et le culot 
est resuspendu dans 12 ml de milieu de culture RPMI 1640. 
Les lymphocytes spléniques ont été purifiés sur NycoPrep™ 1.077 
Animal (Cedarlane, Hornby, Ont.). Le NycoPrep™ est une solution de 
composé de 14.1 % (p/v) de Nycodenz N.N' -Bis (2,3-dihydroxypropyl) - 5 -
[N-(2,3 - dihydroxypropyl) acetamino] - 2,4,6 - triodo - isophtalamide, 0.30 % 
(p/v) de NaCl et 5 mM de Tricine/NaOH pH 7.2. Ce produit a une densité de 
1.077 g/ml et une osmolarité de 265 müsm. 
RICKWOOD et coll. (1982) et B0YUM (1976) ont utilisé ce composé 
pour purifier des lymphocytes. La suspension cellulaire enrichie en 
lymphocytes spléniques (6 ml) a été déposée sur 3 ml de NycoPrep™ puis 
centrifugée pendant 15 min à 600 x g. A l'aide d'une pipette Pasteur, les 
lymphocytes ont été récoltés dans une bande à l'interface entre le milieu de 
culture et la solution de NycoPrep™. Les lymphocytes après lavage avec 
du PBS ont été resuspendus dans ce même tampon. La viabilité cellulaire 
et la pureté en lymphocytes spléniques était de 92 et 93 % respectivement. 
2.3.5 Les monocyt.es spléniques 
Les monocytes adhérés au fond des boîtes de pétris ont été récoltés 
mécaniquement à l'aide d'un policeman stérile. Les cellules a1ns1 
recueillis ont été resuspendues dans du milieu de culture RPMI 1640, 
lavées et centrifugées (10 min. à 800 x g). Le culot cellulaire a été 
resuspendu dans 10 ml de milieu de culture. 
Les monocytes spléniques ont été purifiés sur PolymorphPrep™ 
(Cedarlane, Hornby, Ont.). Le PolymorphPrep™ est une solution composé 
de 13.8 % (p/v) de métrizoate de sodium, 8 % de Dextran 500 avec une 
densité de 1.113 g/ml et une osmolarité de 460 mOsm (B0YUM, 1964; 
FERRANTE et THONG, 1980) 
Brièvement, les monocytes ont été déposés (3.5 à 5 ml de suspension 
cellulaire) sur 3.5 ml de PolymorphPrep™ dans des tubes de 10 à 12 ml. 
Les tubes ont été centrifugés pendant 30 à 35 min. à 400-500 x g. A l'aide 
d'une pipette Pasteur, les monocytes ont été récoltés dans une bande 
correspondant aux cellules mononucléaires. Puis, les cellules ont été 
lavées deux fois dans 3 ml de PBS et resuspendues dans ce même tampon. 
La viabilité et la pureté des monocytes spléniques était de 92 à 96 % 
respectivement. 
2.4 COLORATIONS DES CELLULES KURLOFF 
Les colorations P .A.S . et Papanicolaou ont été utilisées afin 
d'identifier les cellules Kurloff et d'évaluer le contenu et la taille du corps 
d'inclusion. 
2.4.1 La coloration au P .AS. 
La coloration P.A.S. (Periodic Acid Schim permet la reconnaissance 
des structures cellulaires contenant des muccoprotéines en les colorant en 
rose. La préparation cellulaire (cytospin) de cellules Kurloff a été chauffée 
pendant 10 min. à 70 °C dans une solution d'acide périodique 3 % (Fisher 
Scientific Co., Fair Lawn, N.J.). Les lames ont subit deux lavages 
successifs de 10 min. sous eau courante et eau distillée. Après séchage, les 
lames ont été placées dans le réactif de Schiff (Fisher Scientific Co., Fair 
Lawn, N.J.) à la température ambiante et à l'abri de la lumière pour une 
période de 40 min. Le tout a été relavé pendant 15 min. sous eau courante. 
Cette coloration met en évidence le corps d'inclusion. 
2.4.2 la coloration au réactif de Papanicolaou 
Tel que décrit par PAPANICOLAOU (1942), la préparation cellulaire 
de cellules Kurloff (cytospin) est exposée à une série de bains contenant 
divers solvants et trois colorants principaux. Ces colorants sont: 
l'hématoxyline, l'OG-6 et l'EA-36 (Sigma Co. Chemical, St-Louis, MO). 
Cette coloration met en évidence le noyau et l'inclusion cytoplasmique des 
cellules Kurloff. 
2.5 PRODUCTION D'ANTICORPS MONOCLONAUX 
Les anticorps monoclonaux (Acm) ont été produits selon la méthode 
décrite par KÔHLER et MILSTEIN (1975). Elle est basée sur la fusion 
membranaire entre un plasmocyte et une cellule myélomateuse de la 
même espèce animale. Les cellules hybrides (hybridomes) obtenues 
conservent leur capacité de sécréter des anticorps et leur propriété 
tumorale (prolifération indéfinie en culture). Ceci assure la production 
illimitée d'anticorps monoclonaux (Acm) avec une spécificité donnée. (voir 
figure 2) 
Dans un premier temps, des souris BALB/c ont été sensibilisées à 
l'antigène (la cellule Kurloffi tel que décrit dans la section 2.1. A la fin de 
la période de sensibilisation, les splénocytes murins isolés (- 100 x 106 
cellules) contenant les plasmocytes ont été fusionnés avec la lignée de 
myélomes NSO (10 x 106 cellules/ml) en présence de polyéthylène glycol 
(PEG) (Sigma Co. Chemical, St-Louis, MO) sous agitation dans du milieu 
RPMI 1640 (GALFRE et coll., 1977). Brièvement, après lavage des 
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Figure 2: Production d'anticorps monoclonaux (Acm). Les Acm ont été 
produits selon la méthode décrite par KÔHLER et MILSTEIN 
(1975). La souris BALB/c a été sensibilisée à l'antigène (cellules 
Kurlofl) de manière répétitive pendant plusieurs semaines. Les 
cellules spléniques de la souris (contenant beaucoup de 
plasmocytes) ont été fusionnées avec des myélomes NSO de la 
même espèce en présence de polyéthylène glycol. Les cellules ont 
été cultivées dans du milieu de culture sélectif HAT 
(hypoxanthine, aminoptérine et thymidine) favorisant 
uniquement la croissance des hybridomes. Les clones sécréteurs 
d'anticorps monoclonaux spécifiques des cellules Kurloff ont été 
identifiés par ELISA et par cytométrie de flux. 
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splénocytes murins et des myélomes NSO, les suspensions cellulaires ont 
été combinées et centrifugées à 800 x g pendant 5 min. La fusion 
membranaire a débuté avec l'ajout périodique de la solution de PEG 50 % 
sous agitation pendant 1 min. avec une pipette de 1 ml. Toujours sous 
agitation, 10 ml de RPMI 1640 (37 °C) ont été ajoutés sur une période de 10 
min. La suspension cellulaire a été centrifugée 5 min. à 400 x g et le culot 
d'hybridomes a été suspendue dans 200 ml du milieu de culture sélectif 
(RPMI 1640 supplémenté avec 20 % de FBS, 2g/L de NaHC03, 80 U/ml de 
pénicilline G, 100 g/ml de streptomycine, lX OPI, lX HAT). 
Généralement, une moyenne de 500 à 1000 colonies d'hybridomes sont 
formées après ce traitement (HARLOW et LANE, 1988). 
En 1964, Littlefield a mis en évidence la présence in vitro 
d'hybridomes grâce à un milieu de culture sélectif. Ce milieu de culture 
contient de l'hypoxanthine (H), de l'aminoptérine (A) et de la thymidine (T) 
et agit en bloquant la voie métabolique principale de la synthèse du 
nucléotide guanosine triphosphate (GTP). L'aminoptérine est un 
antagoniste de l'acide folique. Dans ces conditions, la cellule normale 
synthétise son propre GTP en utilisant une autre voie métabolique 
alternative de la synthèse des nucléotides. Ce sentier de secours est réalisé 
par l'action de deux enzymes; l'hypoxanthine guanine phosphoryl 
transférase et la thymidine kinase (HPGRT et TK). Cependant, les cellules 
NSO utilisées pour la fusion membranaire ne possède pas de HPGRT. Les 
myélomes non fusionnés vont mourir par faute de GTP et les splénocytes 
non fusionnés vont éventuellement mourir (culture primaire). Le 
supplément OPI contenu dans le milieu de culture des hybridomes 
contient de contient de l'oxaloacétate (15 mg/100 ml de milieu de culture), 
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du pyruvate de sodium (5 mg/100 ml) et de l'insuline (20 UI/100 ml) qui 
stimulent la croissance cellulaire in vitro des hybridomes. 
La suspension de cellules hybrides a été déposée dans des plaques de 
96 puits à fonds plats en raison de 100 µ}/puits dans des puits contenant des 
cellules nouricières (cellules spléniques provenant d'une souris BALB/c 
non sensibilisée à l'antigène) à une concentration de 10 x 106 cellules/ml de 
RPMI 1640,10 % FBS, 2g/L de NaHC03, 80 U/ml de pénicilline G et 100 
g/ml de streptomycine. Les cellules nouricières sont présentes au début de 
la culture cellulaire afin de créer un environnement propice à la 
croissance cellulaire des hybridomes. Les plaques ont été incubées dans 
une atmosphère humidifiée (37 °C, 95 % 02 et 5 % C02). Les colonies de 
d'hybridomes (clones) n'apparaissent qu'environ une semaine après la 
fusion. Pour ces clones en croissance, des aliquotes de 100 µl de 
surnageant de milieu de culture ont été conservés à -20 °C afin de 
déterminer la spécificité des Acm sécrétés par ELISA. 
Les clones produisant des Acm spécifiques contre les cellules 
Kurloff ont été mis en culture dans des plaques de 24 puits puis dans des 
flacons de 25 et 250 cm2 (Falcon, Becton Dickinson, Oxnard, CA). Durant 
ces diverses mise en culture, le HAT est progressivement éliminé du 
milieu de culture utilisé initialement lors de la mise en culture des 
hybridomes. De plus, une partie de ces clones ont été congelés dans de 
l'azote liquide et les surnageants de milieu de culture (contenant les Acm) 
ont été congelés à -20 °C pour les expériences d'ELISA et de cytométrie de 
flux 
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2.6 CARACTÉRISATION DES ANTICORPS MONOCLONAUX 
Différentes méthodes basées sur le principe de marquage indirect à 
l'aide d'un anticorps secondaire anti-souris ont été utilisées afin de 
déterminer la spécificité, l 'isotype et les autres caractéristiques des 
anticorps monoclonaux (Acm). 
2.6.1 TESTS ELISA 
Le protocole d'ELISA (Enzyme Linked Immuno-Sorbent Assay) est 
une modification de celui décrit par FEIT et coll. (1983) et par BISHOP et 
HW ANG (1992). 
Dans un premier temps, les divers types cellulaires purifiés (ex.: 
cellules Kurloff, macrophages, éosinophiles ... ) ont été fixés avec de la 
glutaraldéhyde (Sigma Co. Chemical, St-Louis, MO) dans des plaques 
ELISA de 96 puits à fond plat en chlorure de polyvinyle (Falcon, Becton 
Dickinson, Oxnard, CA). Brièvement, les cellules ont été lavées 2 ou 3 fois 
avec 10 ml de PBS, centrifugées 5 min. à 400 x g et ajustées à une 
concentration de 1 x 106 cellules/ml. Cent microlitres de cette suspension 
cellulaire ont été ajoutés à chaque puits. Les plaques ont été ensuite 
centrifugées pendant 10 min à 420 x g. Une solution de glutaraldéhyde 0.5 
% dans du PBS a été ajoutée aux plaques (100 µl/puits) pour une incubation 
de 30 min. à 20 °C. La glutaraldéhyde permet la fixation des cellules dans 
le fond des plaques tout en conservant les structures membranaires de la 
cellule intactes. Après le temps d'incubation, la solution de glutaraldéhyde 
a été enlevée et les plaques ont été lavées deux fois avec du PBS. Une 
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solution PBS contenant 1 % de BSA (grade RIA) et 0.1 % d'azoture de 
sodium a été ajouté afin de bloquer respectivement les sites de liaisons 
non-spécifiques et empêcher toutes contaminations bactériennes. Les 
plaques ont été conservées à 4 °C dans un contenant humide et 
hermétiquement fermé. 
Avant de mesurer la spécificité des Acm, les plaques ont été lavées 3 
à 4 fois avec du PBS afin d'éliminer l'azoture de sodium. Une solution de 
PBS contenant 1 % de BSA (qualité RIA) a été ajoutée dans tous les puits 
(100 µl) pour à nouveau saturer les sites de liaisons non-spécifiques. Afin 
de déterminer la spécificité des Acm, le surnageant des hybridomes en 
culture (25 µl) a été déposé dans des puits contenant les cellules fixées à la 
glutaraldéhyde (cellules Kurloff ou un autre type cellulaire). Les plaques 
ont été incubées 1 h 30 min. à 20 °C puis lavées 3 à 4 fois avec du PBS à 
intervalle de 5 min. La présence d'Acm liés aux cellules a été révélée par 
un deuxième anticorps. Il s'agit d'un anticorps de chèvre anti-IgM et IgG 
de souris couplé à la peroxydase (Cedarlane, Hornby, Ont.) dilué 1:4000 
dans du PBS 0.1 % BSA. Les plaques ont été incubées pour une autre 
période de 1 h 30 min. à 20 °C. Après lavage avec du PBS, la présence des 
Acm liés aux cellules a été révélée par densitométrie à l'aide du substrat 
chromogénique OPD (pastilles de 20 mg de dihydrochlorydrate de o-
phénylènediamine) (Sigma Co. Chemical, St-Louis, MO) et 50 µl de H20 2 3 
% (Fisher Scientific Co., Fair Lawn, N.J.) dilué dans 10 ml de tampon 
citrate à pH 5.0. Cette solution chromogénique a été ajoutée dans les 
plaques (100 µl/puits) et incubée pendant 30 min. à l'abri de la lumière. La 
réaction a été arrêtée par l'ajout de 25 µl/puits d'H 2S04 8 N. La densité 
optique a été déterminée à l'aide d'un spectrophotomètre Titertek 
3.5 
Multiscan®MC (Flow Laboratories, Mississauga, Ont.) à une longueur 
d'onde de 490 nm. Le milieu de culture standard ainsi que le surnageant 
du myélome NSO et d'un anticorps non spécifique ont servi de témoins. 
Lors de la détermination des meilleurs clones producteurs d'Acm, 
les surnageants de milieu de culture ont été dilués (1:4 à 1:1000) afin de 
déterminer le titre des Acm. 
2.6.2 Cyt.ométrie de flux 
Pour les expériences de cytométrie de flux, les divers types 
cellulaires purifiés (ex.: cellules Kurloff, macrophages, éosinophiles ... ) 
ont été ajustés a une concentration de 10 x 106 cellules/ml et des aliquotes 
de 50 µl de la suspension cellulaire ont été distribuées dans des tubes #2058 
de Falcon (Falcon, Oxnard, CA). Un volume égal de surnageant est ajouté 
dans chaque tube. Les cellules ont été incubées avec le surnageant des 
anticorps primaires pendant 45 min. à 4 °C. Après lavage et centrifugation 
des plaques, l'anticorps secondaire de mouton anti-IgG de souris marqué 
à la fluorescéine (Cedarlane, Hornby, Ont.) (dilué au 1/200 dans du RPMI 
1640) a été incubé avec les cellules pour une autre période de 45 min. Après 
un deuxième lavage, les culots cellulaires ont été resuspendus dans 100 µl 
de PBS et le pourcentage de cellules positives a été obtenu à l'aide d'un 
appareil FACScan (Becton Dickinson Canada Inc., Mississauga, Ont.). 
Comme dans les essais ELISA, le milieu de culture standard ainsi que le 
surnageant du myélome NSO et d'un anticorps non spécifique ont servi de 
témoins. 
Lors de la détermination du marquage des Acm au niveau des sous-
populations de cellules Kurloff, une dilution 1:2 (pour les Acm 14Dl, 20F4 
et 21Gll) ou 1:10 (pour les Acm 1A5, 6B9, 9Fll, 16H6 et 21E12) des Acm a 
été utilisée. Ceci correspond à la dernière dilution donnant un marquage 
maximal (par cytométrie de flux) contre les cellules Kurloff. Cette dilution 
a été utilisée afin d'éviter une sursaturation des épitopes à la surface des 
sous-populations de cellules Kurloff. Pour ce qui est de la détermination du 
marquage des Acm anti-CD16h et anti-CD56h (Becton Dickinson 
Immunocytometry Systems, Mountain View, CA) au niveau des sous-
populations de cellules Kurloff, une aliquote de 10 µl d'Acm commercial a 
été ajouté à chaque suspension (50 µl) de cellules Kurloff. 
2.6.3 Détermination de l'isotype des anticorps monoclonaux 
La détermination de l'isotype des Acm a été réalisée à l'aide de 
bandelettes de nitrocellulose fixées à un support inerte sur lequel les Acm 
vont se fixer (Sigma Co. Immunochemicals, St-Louis, MO). L'isotype des 
Acm a été identifié par le système enzymatique biotine-avidine tel que 
décrit dans le manuel d'utilisation de la trousse. Un témoin positif a été 
incorporé dans chacun des essais qui sert de contrôle de qualité interne. 
Ce système à une sensibilité de 1 µg/ml d'Acm murin sous forme de 
surnageant de milieu de culture et ne requiert qu'un petit volume de ce 
surnageant (2 ml). Brièvement, cet essai s'effectue dans des tubes de 12 x 
75 mm et consiste en une série d'incubations et de lavages avec un premier 
anticorps (Acm) et un deuxième anticorps biotinylé qui seront révélés par 
un substrat chromogène et par l'enzyme peroxydase. 
2.6.4 Im.munofluorescence 
Des cytospins de cellules Kurloff (0.10 x 106 cellules/cytospine) 
provenant de cobayes témoins et de cobayes traités aux œstrogènes ont été 
fixées pendant 60 min. avec une solution PBS contenant 2 % de 
paraformaldéhyde à 4 °C. Après lavage des lames, les sites non spécifiques 
ont été bloqués par incubation avec une solution PBS contenant 1 mM de 
glycine pendant 45 min. à 4 °C. Après un autre lavage, les cellules ont été 
incubées avec une dilution 1:10 (PBS - 1 % BSA) des Acm anti-cellules 
Kurloff (9Fll, 14Dl, 16H6 ou 20F4) ou de l'anticorps non-spécifique pendant 
1 heure à la température de la pièce. Dans les mêmes conditions, les 
cellules Kurloff ont été incubées en présence du deuxième anticorps (dilué 
1:50) anti-IgG de souris marqué à la fluorescéine isothiocyanate (Sigma 
Co. Immunochemicals, St-Louis, MO). La préparation des lames à la 
photographie a été réalisée avec une solution 90 % glycine - 10 % PBS dans 
laquelle a été dilué 1 mg/ml d'o-phénylènediamine. La mesure de la 
fluorescence a été réalisée à l'aide d'un microscope Diaplan (Leitz, 
Postfach, Allemagne) au Département d'hématologie clinique du C.H.U.S. 
2.6.5 ImmunoGold 
Les cellules Kurloff provenant de cobayes témoins et traités aux 
œstrogènes ont été ajustées à une concentration de 1 x 108 cellules/ml. La 
préparation des échantillons a été effectuée selon la méthode décrite par 
HELINSKI et coll. (1990). Brièvement, 50 µl d'un échantillon cellulaire (1 x 
108 cellules/ml) ont été déposés sur une lamelle de 12 mm de diamètre, 
d'épaisseur No. 1 (Fisher Scientific Co., Pittsburgh, PA) préalablement 
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traitée à la poly-L-lysine (MAZIA et coll., 1975). Les cellules ont été fixées 
pendant 10 min. à l'aide d'un tampon HEPES (0.2 M; pH 7.2) contenant 0.1 
% de glutaraldéhyde (qualité EM) et 4.5 % de sucrose dissous dans de l'eau 
déionisée. Les sites non-spécifiques ont été bloqués par deux incubations de 
5 min dans une solution de PBS contenant 1 % de sérum humain inactivé 
et 1 % de BSA. Les lames ont été incubées pendant 1 heure en présence du 
premier anticorps (50 à 100 µl) dans un incubateur à atmosphère 
humidifiée. L'excès de premier anticorps a été éliminé par des lavages 
dans du PBS. Les cellules lavées ont été incubées avec 50 µl du deuxième 
anticorps anti-IgG de souris couplé à des billes d'or de 30 nm (Cedarlane, 
Hornby, Ont.) dilué 1:10 dans une solution de PBS contenant 1 % de sérum 
humain inactivé et 1 % de BSA. Les cellules ont été incubées a nouveau 
pendant 1 heure à 37 °C dans une atmosphère humidifiée. Les lamelles 
ont été ensuite lavées pendant 15 min dans 8 ml de PBS, pour enfin être 
conservées dans dans un tampon HEPES (0.2 M; pH 7.2) contenant 2.5 % 
de glutaraldéhyde. Avant l'observation des échantillons à l'aide d'un 
microscope électronique à balayage JEOL JSM #840A en mode électron 
rétrodiffusé, les cellules ont été lavées deux fois dans du PBS et 
déshydratées en utilisant des concentrations croissantes d'éthanol et 
séchées par la méthode de séchage par point critique. 
2. 7 ESSAIS DE CITOXICITÉ 
Nous avons utilisé la technique de relâchement spécifique de 
chrome radioactif afin d'étudier l'activité NK parmi les sous-populations 
de cellules Kurloff. L'effet de l'anticorps 14Dl sur l'activité NK des cellules 
Kurloff a aussi été étudié selon la même méthode. 
2. 7 .1 Cellule cible tumorale 
La cellule cible de lignée murine YAC-1 a été utilisée pour les essais 
de cytotoxicité in vitro. Les cellules YAC-1 provenant d'un lymphome 
induit par le virus Maloney chez la souris A/Sn, est sensible à l'activité 
NK. Ces cellules sont non-adhérantes et ont été cultivées dans du milieu de 
culture RPMI 1640 supplémenté avec du FBS 10% et des antibiotiques dans 
des flacons de 25 cm2 (Falcon, Becton Dickinson, Oxnard, CA) à 37 °C sous 
atmosphère humidifiée contenant 5 % de C02. Les cultures de cellules 
YAC-1 sont diluées 1:10 deux à trois fois par semaine. 
2. 7.2 Marquage de la cellule cible 
Les cellules YAC-1 en phase exponentielle de croissance ont été 
resuspendues dans 1 ml de RPMI 1640 en présence de 200 µCi de Na51Cr04 
(Amersham, Cambridge, MA) et incubées à 37 °C pendant 2 heures sous 
une atmosphère humidifiée contenant 5 % de C02. Les cellules marquées 
ont été lavées 2 fois dans 10 ml de PBS puis centrifugées (5 min., 400 x g). 
Les cellules ont été ajustées à une concentration de 5 x 104 cellules/ml 
immédiatement avant l'expérience. 
2. 7.3 Cyt;ot.oxicité des sous-populations 
Pour mesurer l'activité cytotoxique des sous-populations de cellules 
Kurloff, nous avons utilisé l'essai de relâchement de 51Cr tel que décrit par 
DEBOUT et coll. (1984). Les sous-populations de cellules Kurloff (5 x 106 
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cellules/ml) ont été distribuées en triplicata (100 µ!/puits) dans des 
microplaques à fond plat de 96 puits (Costar, Cambridge, MA). Elles ont 
été ensuite diluées successivement afin de donner 5 ratios final de cellules 
effectrices : cellules cibles soit; 100:1, 50:1, 25:1, 12.5:1 et 6.25:1. Cent 
microlitres de cellules cibles (5 x 103 cellules YAC-1/puits) ont été ajoutés 
et chaque puits a été complété à 300 µl par l'ajout de 100 µl de milieu 
standard. Les plaques de 96 puits ont ensuite été centrifugées pendant 5 
min à 150 x g puis incubées à 37 °C pendant 4 heures sous une atmosphère 
humidifiée contenant 5 % de C02. Après centrifugation des plaques, 150 µl 
de surnageant ont été recueillis afin de mesurer le 51Cr relâché par les 
cellules YAC-1 à l'aide d'un compteur gamma (Beckman Gamma 5500). 
Le pourcentage de cytotoxicité est calculé selon la formule: 
RE - RS x 100 = cytotoxicité (%) 
RT - RS 
où RE représente le relâchement de 51Cr (en cpm) par les cellules YAC-1 
en présence de cellules Kurloff, RS représente le relâchement spontané de 
51Cr par les YAC-1 en absence des cellules Kurloff et RT représente la 
radioactivité totale mesurée sur 100 µl des cellules cibles marquées 
(variant entre 1 500 et 3 000 cpm). Le relâchement spontané CRS) 
représentait approximativement 15 à 20 % du relâchement totale. Ensuite, 
les pourcentages de cytotoxicité obtenus pour les cinq ratios de cellules 
cibles : cellules effectrices ont été transformés en unités lytiques à l'aide 
d'un logiciel conçu par PROSS et coll. (1981). 
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2.7.4 Effet de l'anticorps monoclonal 14Dl sur l'activité NK 
L'effet de l'anticorps monoclonal sécrété par le clone 14Dl sur 
l'activité cytotoxique des cellules Kurloff a été évalué de la même façon que 
dans la section précédente. Cependant, nous avons utilisé une population 
mixte de cellules Kurloff correspondant à la bande inférieure d'un 
gradient de Percoll de 50 % (1.076 à 1.100 g/ml). Dans cette série 
d'expériences, le surnageant du clone 14Dl, le surnageant du myélome 
NSO ou le surnageant d'un Acm murin de même isotype que l'Acm 
produit par le clone 14Dl ont été ajoutés dans les puits contenant des 
cellules YAC-1. Les valeurs du relâchement spontané CRS) n'étaient pas 
affectés par les surnageants ajoutés. Le surnageant du myélome NSO et et 
de l'Acm murin non-spécifique ont été utilisés comme témoins. 
2.8 ANALYSES STATISTIQUES 
La significativité des différences entre les résultats a été déterminée 
par le test T de Student pour données pairées et par analyse de variance. 
Les valeurs dont le coefficient de probabilité était de p < 0.05 ont été 
considérées significatives. Pour les résultats, les valeurs de p < 0.05 et de p 
< 0.01 sont indiquées par un ou de deux astérisques, respectivement. 
RÉSULTATS 
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3.1 NOMBRE DE CELLULES KURLOFF DANS LE SANG 
Le nombre de cellules Kurloff sanguines retrouvées chez les cobayes 
femelles traitées aux œstrogènes a été mesuré au cours du traitement. Les 
cobayes ont été traités pendant 1, 2, 3 et 4 à 6 semaines avant d'être 
sacrifiés pour les comptes cellulaires. Les résultats présentés à la figure 3 
indiquent qu'il y a 36.0 ± 8.0 cellules Kurloff!mm3 de sang chez les cobayes 
témoins et que le nombre maximal de cellules Kurloff (85.0 ± 18.9 cellules 
Kurloff/mm3) est atteint après la deuxième semaine du traitement aux 
œstrogènes. Cependant, le nombre de cellules Kurloff dans le sang semble 
diminuer (35.3 ± 7.8 cellules Kurloff/mm3) lorsque ce traitement est 
prolongé au-dela de trois semaines. 
3.2 NOMBRE DE CELLULES KURLOFF DANS IAMOËIJ.E OSSEUSE 
Le nombre de cellules Kurloff contenue dans la moëlle osseuse a été 
évalué en isolant les cellules de la moëlle osseuse du fémur droit et gauche 
pour les mêmes périodes de traitement hormonal tel que décrit dans la 
section précédente. Les résultats présentés à la figure 4 montrent que le 
traitement aux œstrogènes induit de manière importante (-2 fois) le 
nombre de cellules Kurloff retrouvées dans la moëlle osseuse. Ce nombre 
étant maximum entre 4 et 6 semaines après le début du traitement. Le 
nombre de cellules Kurloff comptées chez les cobayes témoins est de 1.62 ± 
0.32 cellules Kurloff/fémur (x 106) et est de 1.08 ± 0.08, 5.68 ± 0.40, 6.44 ± 0.74 
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Figure 3: Effet de l'œstradiol sur le nombre de cellules Kurloff dans le 
sang. Des cobayes femelles Dunkin-Hartley (250 - 300 g) ont reçu 
plusieurs injections intra péritonéales de 17-~-3-benzoate 
œstradiol à une dose de 3 mg/Kg de poids corporel/semaine. Les 
animaux ont été sacrifiés à différents temps après le traitement 
hormonal. Le sang a été obtenu par ponction cardiaque et les 
leucocytes sanguins ont été purifiés sur gradient de Percoll 67 .5 
%. Le temps 0 correspond aux animaux témoins non-traités aux 
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Figure 4: Effet de l'œstradiol sur le nombre de cellules Kurloff retrouvées 
dans la moëlle osseuse. Des cobayes femelles Dunkin-Hartley 
(250 - 300 g) ont reçu des injections intra péritonéales de 17-p-3-
benzoate œstradiol à une dose de 3 mg/Kg de poids 
corporel/semaine. Les animaux ont été sacrifiés à différents 
temps après le traitement hormonal. La moëlle osseuse a été 
isolée du fémur gauche et droit de cobayes témoins et traités. Le 
nombre maximal de cellules Kurloff est atteint lorsque le 
traitement hormonal est prolongé de plus de quatres semaines. 
Le temps 0 correspond aux animaux témoins non-traités aux 
œstrogènes. Les valeurs sont la moyenne ± l'écart-type de 3 
expériences. 
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3.3 NOMBRE DE CEILULES KURLOFF DANS IA RATE 
Les rates isolées de cobayes témoins contiennent un nombre assez 
faible de cellules Kurloff (environ 11 à 15 x 106 cellules/rate) Tel qu'illustré 
à la figure 1, les cellules Kurloff se retrouvent dans deux bandes après 
centrifugation sur gradient continu de Percoll 50 %. La bande du haut 
représente les populations cellulaires de plus faible densité (1.048 et 1.062 
g/ml) et la bande du bas représente les populations de cellules Kurloff de 
plus forte densité (1.076, 1.087 et 1.100 g/ml). 
À la figure 5, nous avons évalué l'augmentation du nombre de 
cellules Kurloff totales (1.048 à 1.100 g/ml), de faible et de forte densité 
après 1, 2, 3 et 4 à 6 semaines de traitement aux œstrogènes. Le nombre 
total de cellules Kurloff spléniques chez les cobayes témoins est de 12.99 ± 
1.89 cellules Kurloff/rate (x 106) et pour chacun des intervales du 
traitement hormonal mentionné plus haut, nous avons purifié 16.80 ± 3.30, 
64.07 ± 10.98, 160.82 ± 14.70 et 118.72 ± 14.97 cellules Kurloff/rate (x 106) 
respectivement. Le nombre de cellules Kurloff spléniques est maximal 
après la troisième semaine du traitement (figure 5). 
Chez les populations de plus faibles densité (1.048 et 1.062 g/ml), 
nous avons compté 6.27 ± 0.54 cellules Kurloff/rate (x 106) pour les cobayes 
témoins et 13.40 ± 3.29, 42.83 ± 10.98, 48.29 ± 14.70 et 27.23 ± 4.13 cellules 
Kurloff/rate (x 106) ont été purifiées pour chacune des semaines de 
traitement hormonal respectivement. Finalement, les populations de plus 
forte densité (1.076 à 1.100 g/ml) ont présenté une augmentation plus 
importante en cellules Kurloff. Nous avons compté 6.72 ± 1.89 cellules 
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Figure 5: Effet de l'œstradiol sur le nombre de cellules Kurloff retrouvées 
dans la rate. Des cobayes femelles Dunkin-Hartley (250 - 300 g) 
ont reçu des injections intra péritonéales de 17-p-3-benzoate 
œstradiol à une dose de 3 mg/Kg de poids corporel/semaine. Les 
animaux ont été sacrifiés à différents temps après le traitement 
hormonal. Le nombre de cellules Kurloff de faible (1.048 et 1.062 
g/ml) et de forte densité (1.076 à 1.100 g/ml) ainsi que la somme 
totale de cellules Kurloff (1.048 à 1.100 g/ml) ont été mesuré dans 
la rate isolée chez des cobayes témoins (temps 0) et traités aux 
œstrogènes (temps 1, 2, 3 et 4 à 6 semaines). Les valeurs sont la 
moyennes± l'écart-type de 10 à 15 expériences. 
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Kurloff/rate (x 106) pour les cobayes témoins et 3.40 ± 0.20, 21.24 ± 2.40, 
112.53 ± 11.95 et 91.49 ± 13.53 cellules Kurloff/rate (x 106) après 1, 2, 3 et 4 à 6 
semaines de traitement hormonal. Les cellules Kurloff de faible densité 
sont en nombre plus important dans la rate 1 et 2 semaines après le 
traitement hormonal. Cependant, le nombre de cellules Kurloff de plus 
forte densité devient plus important trois semaines après le traitement aux 
œstrogènes. Le nombre de cellules Kurloff n'est pas augmenté, voir même 
diminue, quatre à six semaines après le traitement hormonal. 
3.4 CORRÉLATION ENTRE LE NOMBRE DE CELLULES KURLOFF 
REI'ROUVÉS DANS LES DIVERS TISSUS ET ORGANES 
Le nombre de cellules Kurloff retrouvées dans la moëlle osseuse a 
été mis en corrélation au nombre de cellules Kurloff retrouvées dans la 
rate et le sang à différents temps après le traitement aux œstrogènes, soit 
0, 1, 2, 3 et 4 à 6 semaines (TO, Tl, T2, T3, T4-6). Tel que présenté à la figure 
6a, une étude de la corrélation indique qu'il existe une très bonne 
corrélation (r = 0.824) entre l'augmentation du nombre de cellules Kurloff 
de la moëlle osseuse et spléniques. En ordonnée, nous observons le nombre 
de cellules Kurloff/fémur (x 106) soit, 1.65 ± 0.32, 1.08 ± 0.08, 5.68 ± 0.40, 6.44 
± 0.74 et 9.60 ± 1.29 en fonction du nombre de cellules Kurloff spléniques (x 
106) soit, 12.99 ± 1.39, 16.80 ± 3.30, 64.07 ± 10.98, 160.82 ± 14.70 et 118.72 ± 
14.97 pour chacun des temps du traitement hormonal. Cependant, à la 
figure 6b , nos résultats montrent que l'augmentation du nombre de 
cellules Kurloff de la moëlle osseuse n'est pas relié (r = 0.057) au nombre 
de cellules Kurloff retrouvées au niveau du sang au cours du traitement 
aux œstrogènes (figure 6b). En ordonnée, nous observons le nombre de 
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Figure 6: Corrélations entre le nombre de cellules Kurloff retrouvées dans la moëlle osseuse, la rate et le sang. 
L'augmentation du nombre de cellules Kurloff dans la moëlle osseuse au cours du traitement à 
l'œstradiol est relié (r = 0.824) à l'augmentation du nombre de cellules Kurloff dans la rate (6a). 
Cependant l'augmentation du nombre de cellules Kurloff dans la moëlle osseuse n 'est pas relié (r = 
0.065) à l'augmentation du nombre de cellules Kurloff dans le sang au cours du même tratement (6b). 
Les valeurs sont la moyenne± l'écart-type de 3 expériences. 
TO: temps 0 Tl, T2, T3 et T4-6: temps 1, 2, 3 et 4-6 semaines 
cellules Kurloff/fémur (x 106) tel qu'énuméré plus haut en fonction du 
nombre de cellules Kurloff/mm3 de sang soit, 36.0 ± 8.0, 55.7 ± 12.0, 85 ± 
18.9, 75.0 ± 12.30 et 35.3 ± 7.8 pour chacun des temps de traitement aux 
œstrogènes. 
3.5 IDENTIFICATION DES CELLULES KURLOFF PAR LA 
COLORATION ACIDE PÉRIODIQUE SCHIFF 
L'inclusion cytoplasmique des cellules Kurloff contient des 
muccoprotéines qui colorent avec le réactif de Schiff (REVELL, 1977 pour 
revue). La coloration PA.S. a été utilisée pour confirmer la présence de ces 
cellules dans notre préparation cellulaire de la rate. Les cellules purifiées 
provenant de la bande inférieure du gradient de Percoll 50 % et colorées au 
P.A.S. contiennent effectivement une inclusion cytoplasmique (contenant 
des mucoprotéines) de couleur rose foncé, typique de cette coloration 
(figure 7). 
3.6 SÉLECTION DES CLONES PAR ELISA 
Notre premier critère de sélection était la production d'anticorps 
monoclonaux spécifiques des cellules Kurloff. Les surnageants de 1984 
clones ont été testés par la technique d'ELISA contre des cellules Kurloff, 
des macrophages alvéolaires et des lymphocytes spléniques de cobaye. La 
figure 8 illustre un échantillonnage représentatif de 4 clones, sur 26 clones 
sélectionnés, qui sécrétaient des Acm anti-cellules Kurloff. La densité 
optique obtenue contre les cellules Kurloff pour chaque Acm est fixé à 100 
% et le marquage obtenu contre les macrophages et contre les lymphocytes 
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Figure 7: Coloration au P.A.S. des cellules Kurloff. Les cellules Kurloff 
déposées sur une lame (0.1 x 106 cellules/cytospin) ont été 
colorées avec le P.A.S. (Periodic Acid Schifl). Cette coloration 
met en évidence les mucoprotéines contenues dans le corps 
d'inclusion des cellules Kurloff. On remarque la couleur rose 
foncé typique de la réaction de Schiff. 
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Figure 8: Sélection des clones par ELISA. Exemple représentatif de 4 
clones sécrétant des Acm spécifiques des cellules Kurloff. Les 
surnageants de milieux de culture (25 µl/puits) ont été incubés 30 
min à 20 °C dans des plaques de 96-puits contenant des cellules 
Kurloff, des macrophages alvéolaires ou des lymphocytes 
spléniques (1 x 105 cellules/puits). La présence des Acm fixés 
aux cellules a été révélée par marquage indirect à l'aide d'un 
deuxième anticorps couplé à une peroxydase. La densité optique 
obtenue contre les cellules Kurloff est fixé à 100 % pour chaque 
Acm. Sur 1984 clones de départ, ce premier critère de sélection 
nous a permis d'identifier 26 clones sécréteurs d'Acm 
spécifiques des cellules Kurloff. Les valeurs sont la moyennes de 
2 à 3 expériences. 
est comparé à celui obtenu avec les cellules Kurloff. Les pourcentages de 
densité optique moyen obtenu contre les macrophages et les lymphocytes 
par les Acm sécrétés par les clones 6B9, 16H6, 20F4 et 21Gll sont les 
suivants: 4.4, 1.4; 18.9, 3.1; 0.0, 5.2 et 12.2, 0.6 % respectivement. 
3.7 SÉLECTION DES CLONES PAR TITRAGE ELISA 
Notre autre critère de sélection était de mesurer la quantité d'Acm 
produit par les hybridomes. Pour ce faire, différentes dilutions (1:4 à 
1:1000) des surnageants de milieu de culture (contenant les Acm) des 26 
clones préalablement sélectionnés ont été réalisées. Brièvement, les 
différentes dilutions de surnageants d'Acm ont été incubées dans des 
plaques de 96 puits auxquelles étaient fixés des cellules Kurloff. La liaison 
des Acm aux cellules Kurloff a été révélée par densitométrie a l'aide d'un 
deuxième Ac couplé à une peroxydase. Le titre utilisé dans le tableau I est 
défini par la dilution du surnageant donnant un dixième de la densité 
optique maximale pour chacun des Acm donnés. Leurs titres varient de 
1/8 à 1/1000. Nous avons décidé de garder les clones possédant un titre égal 
ou supérieur à 1/50. Sur la base de ce critère, nous avons sélectionné les 14 
clones meilleurs producteurs d'Acm anti-cellules Kurloff (Tableau 1). 
3.8 SÉLECTION DES CLONES PAR CYTOMÉTRIE DE FLUX 
Le dernier critère de sélection était à nouveau un test de spécificité 
des Acm effectué par cytométrie de flux sur une gamme plus extensive de 
cellules immunocompétentes telles les éosinophiles , les neutrophiles et les 
macrophages alvéolaires de cobaye ainsi que des monocytes et des 
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TABLEAU! 
Sélection des clones par titrage (El JSA) 
Acm titre Acm titre Acm titre 
1A5 1/1000 9G9 1/8 20C5 1/8 
2G2 1/120 9H4 1/30 20E10 1/20 
3A5 1/110 14C6 1/50 20F4 1/1000 
6B9 1/900 14Dl 1/50 20G2 1/1000 
7A10 1/30 16D2 1/10 21Al 1/20 
7Hll 1/25 1607 1/110 21C7 1/100 
9A12 1/25 16G10 1/20 21E12 1/1000 
9Fll 1/1000 16H6 1/1000 21Gll 1/120 
903 1/8 20Bl 118 
Acm: anticorps monoclonaux 
titre: dilution d'Acm donnant 10 % de la densité optique maximale 
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lymphocytes spléniques. Le pourcentage de cellules positives est calculé 
par soustraction du marquage obtenu pour un Acm sur une cellules 
donnée et le marquage non-spécifique (anticorps non-spécifique) obtenu 
pour cette même cellule. La figure 9 illustre un échantillonnage 
représentatif de 4 clones (sur 8 sélectionnés) qui produisent les Acm les 
plus spécifiques dirigés contre les cellules Kurloff. Le poucentage de 
cellules positives obtenus contre les cellules Kurloff, les monocytes, les 
éosinophiles, les lymphocytes et les neutrophiles pour les Acm sécrétés 
par les clones 1A5, 9Fll, 14Dl et 21E12 sont les suivants: 85.5 ± 0.5, 18.7 ± 
2.4, 5.1±0.5, 0.9 ± 0.4 et 0.0 ± 0.5; 93.3 ± 1.4, 4.7 ± 0.6, 0.2 ± 0.2, 1.3 ± 0.4 et 0.0 
± 0.0; 76.1 ± 0.2, 13.3 ± 1.5, 7.5 ± 0.7, 5.3 ± 0.7 et 12.0 ± 1.0; 93.1±1.1, 15.5 ± 
1.8, 4.9 ± 0.6, 2.2 ± 0.2 et 0.0 ± 0.0 % de cellules positives respectivement. 
Aucune immunofluorescence n'a été obtenue contre les macrophages par 
la technique de cytométrie de flux. La faible immunofluorescence obtenue 
contre les différents types cellulaires immunocompétents de cobayes est 
considérée non-spécifique en comparaison avec l'immunofluorescence 
obtenue contre les cellules Kurloff. 
3.9 DÉTERMINATION DE L'ISOTYPE DES ANTICORPS 
MONOCLONAUX 
A l'aide d'une trousse de détection des isotypes d'Acm, nous avons 
déterminé les isotypes des 8 Acm sélectionnés (1A5, 6B9, 9Fll, 14Dl, 16H6, 
20F4, 21E12 et 21Gll). L'isotype des Acm a été identifié par le système 
enzymatique biotine-avidine directement sur les bandelettes de 
nitrocellulose sur lesquelles les Acm étaient fixés . Les Acm produits par 



























Figure 9: Sélection des clones par cytométrie de flux. Exemple
représentatif de 4 clones sécrétant des Acm spécifiques dirigés
contre des cellules Kurloff. Les surnageants de milieux de
culture (50 ml/échantillon) ont été incubés 45 min à 4 °C dans des
tubes contenant les cellules Kurloff ou d'autres cellules
immuno-compétentes de cobaye (5 x 10^ cellules/échantillon). La
présence des Acm fixés aux cellules a été révélée par marquage
indirect à l'aide d'un deuxième anticorps munis de la
fluorescéine La fluorescence obtenu contre les cellules Kurloff a
été comparée à celle obtenue pour les autres types cellulaires.
Les valeurs sont la moyenne ± l'écart-type de 3 expériences.
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3.10 PURIFICATION DES SOUS-POPULATIONS DE CELLULES 
KURLOFF 
Les cellules Kurloff spléniques provenant de cobayes traités aux 
œstrogènes ont été purifiées sur un premier gradient de Percoll 50 %. A 
partir de cette première purification, les cellules Kurloff ont été purifiées 
sur divers gradients de Percoll continus. Le tableau II résume le nombre 
et la pureté de cellules Kurloff obtenus pour chaque sous-population. La 
population de densité 1.076 g/ml représente la plus importante sous-
population de cellules Kurloff avec 50.8 ± 1.9 celules Kurloff/rate (x 106). 
Ceci représente un écart d 'environ 40 x 106 cellules Kurloff avec la sous-
populations de densité 1.087 g/ml qui est la plus faiblement représenté chez 
les cobayes œstrogénés. En général, toutes les sous-populations de cellules 
Kurloff sont purifiées avec un haut degré de pureté cellulaire (entre 84.7 ± 
0.8 et 97.8 ± 0.8 %) tel qu'observé par la coloration Wright-Giemsa. 
3.11 MORPHOLOGIE DES SOUS-POPULATIONS DE CELLULES 
KURLOFF 
Afin de visualiser les différences morphologiques des sous-
populations de cellules Kurloff, celles-ci ont été traitées avec la coloration 
de Papanicolaou. La figure 10 illustre les deux extrêmes de la gamme de 
sous-populations de cellules Kurloff, soit celle de densité de 1.048 et de 1.100 
g/ml. Cette coloration donne une couleur bleu foncé au noyau et bleu pâle 
au corps d'inclusion. La sous-population de densité (1.100 g/ml) semble 
très homogène en considération de la taille du corps d'inclusion (figure 
lOa), ce qui n'est pas le cas pour la sous-population de densité 1.048 g/ml 
TABLEAU II 
Purification des sous-populations de cellules Kurloff 
Densité 
cellulaire 1.048 1.062 1.076 1.087 1.100 
(g/ml) 
Nombre 
de cellules 23.1±4.0 12.6±2.3 50.8± 1.9 10.3±1.9 16.2±5.5 
(x 106) 
Pureté 
cellulaire 93.9 ± 0.6 88.7±1.6 94.7±0.9 84.7±0.8 97.8±0.8 
(%) 
Rapport du 
nombre 20.6 10.6 45.6 8.3 15.0 
total(%) 
Les valeurs sont les moyennes± l'erreur type de 9 expériences. 
Figure 10: Morphologie des sous-populations de cellules Kurloff. Exemple 
représentatif d'une préparation cellulaire (0.1 x 106 
cellules/cytospin) de cellules Kurloff de forte densité (1.100 g/ml) 
(a) et de faible densité (1.048 g/ml) (b). Ces préparations 
cellulaires ont été colorées selon la technique de Papanicolaou. 
En bleu foncé nous observons le noyau et en bleu pâle le corps 





(figure lOb). La taille des inclusions cytoplasmiques des sous-populations 
de densités intermédiaires (1.062 à 1.087 g/ml) deviennent de plus en plus 
volumineuses et homogènes en paralèle avec la densité cellulaire 
(résultats non montrés). 
3.12 MARQUAGE DES SOUS-POPUIATIONS DE CELLULES KURLOFF 
PAR LES ANTICORPS MONOCLONAUX 
Au niveau des 5 sous-populations de cellules Kurloff purifiées, nous 
avons étudié la reconnaissance de ces diverses populations par les Acm 
produits. Pour ce faire, nous avons utilisé la dernière dilution donnant un 
marquage maximal (par cytométrie de flux) contre une population mixte 
de cellules Kurloff de haute densité. Il s'agit d'une dilution 1:2 pour les 
clones 14Dl, 20F4 et 21Gll et d'une dilution 1:10 pour les clones 1A5, 6B9, 
9Fll, 16H6 et 21E12. Cette dilution a été utilisée afin d'éviter une 
sursaturation des épitopes à la surface des sous-populations de cellules 
Kurloff. 
Tel que montré à la figure 11, les sous-populations de cellules 
Kurloff sont marquées par les 8 Acm préalablement sélectionnés. On 
remarque aussi un marquage moins important pour les sous-populations 
de plus faible densité, surtout la population de densité 1.048 g/ml. La 
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Figure 11: Marquage des sous-populations de cellules Kurloff. Les surnageants de milieux de culture (50
lil/échantillon) ont été incubés pendant 45 min à 4 °C dans des tubes contenant les cellules Kurloff de
diverses densités (5 x 10^ cellules/échantillon). Les symboles représentent les densités cellulaires
(g/ml) des différentes sous-populations de cellules Kurloff. La présence des Acm fixés aux cellules a
été révélée par marquage indirect à l'aide d'un deuxième anticorps couplé à la fluorescéine. Les
valexirs sont la moyenne ± l'écart-tjqxe de 3 expériences.
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3.13 MARQUAGE DES CELLULES KURLOFF PAR IMMUNOFLUO-
RESCENCE 
Puisque nos Acm ont été produits par des plasmocytes de souris 
BALB/c sensibilisées avec des cellules Kurloff isolées de cobayes traités 
aux œstrogènes, nous avons voulu vérifier si ces Acm reconnaissent aussi 
les cellules Kurloff d'animaux non-traités. Pour ce faire, des cellules 
Kurloff (0.1 x 106 cellules/cytospine) isolées de cobayes non-traités (figure 
12a) et de cobayes traités aux œstrogènes (figure 12b) ont été soumis à un 
test d'immunofluorescence. 
La reconnaissance des cellules Kurloff par les Acm du clone 14Dl a 
été révélé par immunofluorescence à l'aide d'un deuxième anticorps anti-
IgG de souris couplé à la fluorescéine isothiocyanate. Les figures 12a et 12b 
représentent le marquage par l'Acm du clone 14Dl sur les cellules Kurloff 
(densités 1.076 à 1.100 g/ml) provenant d'animaux non-traités et traités 
aux œstrogènes, respectivement. Dans les deux cas, les cellules Kurloff 
sont effectivement fluorescentes. Ceci implique un marquage sélectif des 
cellules Kurloff par les Acm sécrétés par le clone 14Dl qui est indépendant 
du traitement aux œstrogènes. 
Les cellules Kurloff(densités 1.076 à 1.100 g/ml) provenant de la rate 
d'animaux témoins sont en nombre moins important (figure 12b) 
Cependant, ces cellules sont reconnues par les Acm du clone 14Dl, tout 
comme les cellules Kurloff provenant d'animaux traités aux œstrogènes. 
Un résultat semblable a été obtenu avec les Acm 9Fll, 16H6 et 20F4. 
Aucune immonofluorescence n'a été observé avec un anticorps témoin de 
Figure 12: Marquage des cellules Kurloff par immunofluorescence. 
Exemple représentatif d'une préparation cellulaire (0.1 x 106 
cellules/cytospin) de cellules Kurloff d'un cobaye non-traité (a) 
et d'un cobaye traité aux œstrogènes (b). Les préparations 
cellulaires ont été incubées en présence de l'Acm 14Dl (dilution 
1:10) pendant 1 heure à 20 °C. (n = 4) 
a) 
b) 
même isotype que les Acm anti-cellules Kurloff (résultat non montré). 
3.14 MARQUAGE DES CELLULES KURLOFF PAR LA TECHNIQUE 
D'IMMUNOGOLD 
Cette technique appliquée à la microscopie à balayage en mode 
électron rétrodiffusé nous permet de voir plus spécifiquement la 
distribution des entitées cellulaires reconnues par les Acm. 
La figure 13a illustre la reconnaissance de la liaison de l'Acm du 
clone 14Dl sur les cellules Kurloff (densité 1.076 à 1.100 g/ml) provenant 
d'animaux non-traités aux œstrogènes. La liaison de l'Acm est mise en 
évidence par la présence de taches blanches correspondant aux billes d'or 
fixées au deuxième Ac anti-IgG de souris. Le marquage par immunoGold 
nous a révélé la distribution homogène des épitopes reconnus par l'Acm 
produit par le clone 14Dl. 
Les cellules contaminantes (non cellules Kurlofl) provenant aussi 
d'animaux témoins ne sont pas marquées par l'Acm du clone 14Dl (figure 
13b). Cependant, la présence de 2 ou 3 taches blanches (billes d'or) à la 
surface de cette cellule contaminante ne représente qu'un bruit de fond 
semblable à celui observé dans les figures 8 et 9. Aucun marquage n'a été 
observé avec un anticorps non-spécifique de même isotype que l'Acm 14Dl 
(résultat non montré). 
Figure 13: Marquage des cellules Kurloff par la technique 
d'ImmunoGold. Exemple représentatif d'une cellule Kurloff (x 
450) (a) et d'une cellule contaminante (x 650) (b) provenants 
d 'un cobaye non-traité aux œstrogènes . Cinquante ml 
d 'échantillon cellulaire a été déposé sur une lamelle (d = 12 
mm) préalablement traitée à la poly-L-lysine. Ces lames sont 
incubés en présence de 100 ml de surnageant de milieu de 
culture d'Acm 14Dl pendant 1 heure à 37 °C (95 % 02, 5 % C02). 
La présence des Acm sur les cellules Kurloff a été révélé par un 





3.15 MARQUAGE DES SOUS-POPUIATIONS DE CELLULES KURLOFF 
PAR L'ANTI-CD16h ET L'ANTI-CD56h 
Nous av10ns à notre disposition des anticorps monoclonaux 
commerciaux (Becton Dickinson, CA) dirigés spécifiquement contre des 
marqueurs de cellules NK humaines. Le marquage de ces Acm murins 
anti-CD16h et anti-CD56h a été étudié de la même façon sur toutes les 
sous-populations de cellules Kurloff. 
Tel qu'indiqué à la figure 14, l'anti-CD56h se fixe de manière 
spécifique aux sous-populations de cellules Kurloff avec un marquage 
approchant 70 % de liaison pour la sous-population de 1. lOOg/ml. 
Cependant, moins de 10 % des diverses sous-population de cellules Kurloff 
ont été marquées par l'anti-CD16h. 
3.16 ACTIVITÉ CYTOTOXIQUE DES SOUS-POPULATIONS DE 
CELLULES KURLOFF 
Nous avons déterminé au niveau des 5 sous-populations de cellules 
Kurloff purifiées, l 'activité NK mesuré par le relâchement spécifique de 
51Cr par des cellules cibles murines NK-sensibles (YAC-1). Les résultats 
présentés à la figure 15 indiquent que les sous-populations de plus faible 
densité (1.048, 1.062 et 1.076 g/ml) possèdent une activité NK plus 
importante que les cellules Kurloff de plus forte densité (1.087 et 1.100 
g/ml). Ces premiers possédaient une activité cytotoxique de 15.8 ± 1.7, 10.1 
± 1.9 et 10.0 ± 3.2 unités lytiques contre la cellule cible YAC-1 alors que les 
cellules Kurloff de plus forte densité ont présenté une activité cytotoxique 
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Figure 14: Marquage des sous-populations de cellules Kurloff par les 
anticorps anti-CD56h et anti-CD16h. Les Acm anti-CD16h et 
anti-CD56h (50 ml/échantillon) ont été incubés pendant 45 min 
à 4 °C dans des tubes contenants des cellules Kurloff de 
différentes densités ( 1.048 à 1.100 g/ml) (5 x 105 
cellules/échantillon). La présence des Acm fixés aux cellules a 
été révélée par marquage indirect à l'aide d 'un deuxième 
anticorps couplé à la fluorescéine. (expérience représentative) 
c 
:J 
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Figure 15: Activité cytotoxique des sous-populations de cellules Kurloff. 
Des cellules cibles murines YAC-1 sensibles aux NK (5 x 104 
cellules/puits) ont été incubées pendant 4 heures à 37 °C dans 
une atmosphère humidifiée (95 % 02, 5 % C02) en présence des 
diverses sous-populations de cellules Kurloff. Les ratio cellules 
effectrices: cellules cibles étaient; 100:1, 50:1, 25:1, 12.5:1 et 
6.25:1. Le pourcentage de cytotoxicité obtenu est exprimé en 
unité lytique (PROSS et coll., 1981) Les valeurs sont la moyenne 
±l'écart-type de 5 à 9 expériences. 
de 2.8 ± 0.7 et 2.9 ± 0.8 unités lytiques respectivement dans les mêmes 
conditions expérimentales. 
3.17 MODULATION DE L'ACTIVITÉ NK CYTOTOXIQUE DES 
CELLULES KURLOFF PAR LE 14Dl 
Nous avons voulu vérifier si l'Acm sécrété par le clone 14Dl pouvait 
moduler l'activité NK des cellules Kurloff. L'effet de l'Acm 14Dl sur 
l'activité NK des cellules Kurloff a été testé avec une population mixte de 
cellules Kurloff de densité 1.076 à 1.100 g/ml contre la lignée cellulaire 
murine YAC-1 NK-sensible. La population mixte de cellules Kurloff 
provenant de la bande inférieure du gradient de Percoll de 50 % a été 
utilisée pour réaliser cette expérience. L'effet des Acm du clone 14Dl a été 
comparé avec celui obtenu avec le myélome NSO et le surnageant d'un 
anticorps monoclonal murin de même isotype. 
Bien que l'Acm 14Dl semble augmenter l'activité NK des cellules 
Kurloff (10.7 ± 2.3 unités lytiques) en comparaison avec l'effet de l'Acm de 
même isotype (6.8 ± 2.0 unités lytiques) et le surnageant du myélome NSO 
(6.4 ± 1.4 unités lytiques), cette augmentation de l'activité cytotoxique n 'est 
pas statistiquement significative (figure 16). 
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Figure 16: Modulation de l'activité cytotoxique des cellules Kurloff par 
l'anticorps monoclonal 14Dl. Des cellules cibles murines YAC-
1 sensibles aux NK (5 x 104 cellules /puits) ont été incubées 
pendant 4 heures à 37 °C dans une atmosphère humidifié (95 % 
02, 5 % C02) en présence d'une population mixte de cellules 
Kurloff (1.076 à 1.100 g/ml). Les ratios cellules 
effectrices:cellules cibles étaient; 100:1, 50:1, 25:1, 12.5:1 et 
6.25:1. L'effet du surnageant de l'Acm 14Dl a été comparé à 
l'effet du surnageant du myélome NSO et le surnageant d'un 
Acm non-spécifique de même isotype que l'Acm 14Dl. Le 
pourcen tage de cytotoxicit é obtenu est transformé en unité 
lytique (PROSS et coll ., 1981) Les valeurs sont la moyenne ± 
l'écart-type de 8 expériences . 
DISCUSSION 
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Dans la première partie de ce travail, nous avons évalué chez le 
cobaye l'effet du traitement à l'œstradiol sur l'augmentation du nombre de 
cellules Kurloff dans le sang, la moëlle osseuse et la rate. LEDINGHAM 
(1940) a remarqué un changement cyclique du nombre de cellules Kurloff 
sanguines chez des cobayes femelles normales qui correspondait à leur 
cycle œstrogénique de 16 jours. Depuis, DEBOUT et coll. (1983) ont montré 
que le nombre de cellules Kurloff dans le sang était proportionnel à la 
concentration d'œstrogènes. Nous avons effectivement observé une 
augmentation du nombre de cellules Kurloff dans le sang au cours du 
traitement aux œstrogènes. Cependant, malgré un traitement hormonal 
prolongé, le nombre de cellules Kurloff dans le sang a diminué. Dans 
notre étude, le nombre de cellules Kurloff déterminé dans le sang était 
plus faible que celui observé dans d'autres études (DEBOUT et coll., 1983; 
REVELL, 1974; LEDINGHAM, 1940). ROOFE et coll. (1950), cité par 
QUILLEC et coll. (1977) ont montré que le site de prélèvement sanguin 
(cardiaque ou périphérique) peut influencer les résultats des comptes 
cellulaires. Cependant, la plupart des études sur le nombre de cellules 
Kurloff dans le sang proviennent de ponctions cardiaques. 
Diverses études de splénectomies (HEINLE et HEYDINGER, 1944) et 
de thymectomies (RANLOV et coll., 1970) ont montré que les cellules 
Kurloff ne trouvaient pas d'origine dans ces deux organes. Sachant que les 
cellules Kurloff sanguines augmentent en nombre suivant un traitement 
aux œstrogènes, nous avons voulu voir si le nombre de cellules à 
inclusions cytoplasmiques de la moëlle osseuse augmentait dans les 
mêmes conditions. Le nombre des cellules Kurloff dans la moëlle osseuse 
de cobaye augmente de façon importante une semaine après la deuxième 
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administration d'œstradiol. De plus, ce nombre continue à augmenter au 
cours du traitement hormonal. 
La présence des cellules Kurloff au niveau de la moëlle osseuse a été 
décrite par plusieurs auteurs (ERNSTRÔM et SANDBERG, 1971; 
KORTELAINEN et KORHONEN, 1976 b; KITTAS et coll., 1979). 
SANDBERG et HAGELIN (1986) ont tenté, sans succès, d'induire in vitro 
la formation de cellules Kurloff à partir de cellules provenant de la moëlle 
osseuse, de la rate et du thymus en les stimulants avec de l'œstradiol ou 
du sérum de cobayes traités aux œstrogènes. L'œstradiol semble agir 
indirectement pour stimuler la formation de cellules Kurloff car ces 
cellules augmentent seulement après une période de 5 jours suivant le 
traitement à l'œstradiol. Depuis, LANDEMORE et coll. (1988) ont décrit la 
présence d'un site de liaison de faible affinité (Kd - 11 nM) pour l'œstradiol 
sur les cellules Kurloff. Cependant, la signification biologique de ce site 
n'a pas encore été déterminée. 
La plupart des études sur les cellules Kurloff utilisent des cellules 
provenant de la rate. Après un traitement aux œstrogènes, la rate est 
l'organe qui permet d'isoler un grand nombre de cellules avec un bon 
niveau de pureté (LANDEMORE et coll., 1984; MAGHNI et coll., 1991). 
Nous avons montré que le nombre de cellules Kurloff spléniques est à son 
maximum après 3 semaines de traitement hormonal. SANDBERG et 
HAGELIN (1986) ont décrit trois catégories de cellules Kurloff en se basant 
sur la taille et le nombre d'inclusions cytoplasmiques. En résumé, la 
catégorie I englobait les petites cellules Kurloff avec un corps d'inclusion 
qui semblait être fractionné en morceaux. Les cellules Kurloff avec des 
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petites ou des grosses inclusions cytoplasmiques entières représentaient 
les catégories II et III respectivement. Selon une analyse de distribution 
cellulaire en microscopie électronique, ces auteurs ont décrit que le 
traitement à l'œstradiol serait associé à un changement des cellules 
Kurloff de la catégorie I aux catégories II et III. Ceci indiquerait que les 
différentes catégories représentent des étapes de maturation des cellules 
Kurloff. Malgré le fait que nous n'ayons pas observé des cellules Kurloff 
avec une inclusion cytoplasmique fractionnée en morceaux, nous avons 
par contre observé une maturation des cellules Kurloff spléniques au 
cours du traitement à l'œstradiol. On a remarqué que le passage de 
cellules Kurloff de plus faible densité (plus petite inclusion; 1.048 à 1.062 
g/ml) à des cellules de plus forte densité (plus grosse inclusion; 1.076 à 
1.100 g/ml) se produit après la troisième injection d'œstradiol. 
Nous avons voulu savoir s'il existait une relation entre 
l'augmentation des cellules Kurloff dans le sang, la moëlle osseuse et la 
rate. Nous avons ainsi observé que l'augmentation de cellules Kurloff au 
cours du temps dans la rate est proportionnelle à l'augmentation observée 
dans la moëlle osseuse (r = 0.824) tandis que l'augmentation de cellules 
Kurloff dans le sang ne semble pas reliée à l 'augmentation de ces cellules 
dans la moëlle osseuse. 
Il semble établi que la moëlle osseuse soit la source première de 
production de cellules Kurloff (KITTAS et coll., 1979; ADAMS, 1977). Des 
études sur la distribution tissulaire des cellules Kurloff (IZARD et coll., 
1976) ont montré que le nombre de cellules Kurloff augmente dans les 
tissus richement vascularisés, suite à un traitement hormonal. 
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Cependant, des études récentes ont montré la présence des cellules Kurloff 
au niveau des canaux lymphatiques (REVELL et coll., 1971; ERNSTROM et 
SANDBERG, 1971) et ont montré leur migration dans le tissu lymphatique 
du thymus des cobayes (SANDBERG et HAGELIN, 1990). 
La corrélation positive obtenue pour l'augmentation du nombre de 
cellules Kurloff entre la moëlle osseuse et la rate (figure 6 a) et l'absence de 
corrélation entre le sang et la rate (figure 6 b) pourrait signifier que les 
cellules Kurloff produites au niveau de la moëlle osseuse infiltrent les 
divers organes et tissus en empruntant la circulation lymphatique 
préférentiellement à la circulation sanguine. Cette hypothèse est 
supportée par le fait que le nombre de cellules Kurloff retrouvées dans le 
sang est très faible en comparaison du nombre de ces cellules observée 
dans la moëlle osseuse après le traitement aux œstrogènes. 
La rate de cobayes traités aux œstrogènes est l'organe de choix pour 
l'obtention d'un grand nombre de cellules Kurloff avec une viabilité et une 
pureté cellulaire supérieure à 95 % (LANDEMORE et coll., 1984; MAGHNI 
et coll., 1991) C'est à partir d'une préparation de cellules Kurloff 
spléniques purifiées que nous avons sensibilisé des souris BALB/c afin de 
produire des anticorps monoclonaux (Acm) anti-cellules Kurloff. 
Sur les 1984 clones obtenus après fusion membranaire et culture 
cellulaire dans des milieux sélectifs, nous avons sélectionné, dans un 
premier temps par essai ELISA, 26 clones qui produisaient des Acm plus 
spécifiques pour les cellules Kurloff en comparaison des macrophages 
alvéolaires et des lymphocytes spléniques de cobaye. 
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Notre deuxième critère de sélection a été la production d'Acm par 
les 26 clones sélectionnés. Sur la base du titre en Acm produits par chacun 
des 26 clones, 14 clones ont été retenus. 
Finalement, notre dernier critère de sélection a été une 
caractérisation des Acm par cytométrie de flux, sur une gamme plus 
extensive de cellules immunocompétentes de cobaye. Cette dernière étape 
nous a permis de sélectionner les 8 Acm les plus spécifiques poure la 
reconnaissance des cellules Kurloff. Un de ces huit Acm, le 14Dl, a fait 
l'objet d'études plus extensives au cours de ce travail. 
La détermination de l'isotype des 8 Acm préalablement sélectionnés 
a permis de montrer qu'ils possédaient tous l 'isotype IgGl, suggérant un 
changement de classe d'immunoglobulin après sensibilisation prolongé 
des souris BALB/c aux cellules Kurloff. La sensibilisation d'un animal de 
façon répétée à un antigène donne lieu tout d'abord à la formation 
d'anticorps polyvalents et moins spécifiques de type IgM qui seront 
progressivement remplacés par des anticorps de plus grande affinité de 
type IgG. 
Jusqu'à présent, les études in vitro sur les cellules Kurloff ont été 
réalisées sur des populations cellulaires de densité 1.087 à 1.100 g/ml 
(LANDEMORE et coll., 1984; MAGHNI et coll., 1991). Nous avons donc 
décidé de purifier diverses sous-populations de cellules Kurloff sur la base 
de leur densité. Nous avons ainsi obtenu 5 sous-populations de cellules de 
densité 1.048 à 1.100 g/ml. La sous-population de densité 1.100 g/ml était 
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constituée de cellules Kurloff avec une inclusion cytoplasmique de taille 
importante et uniforme en comparaison de la sous-population de densité 
1.048 g/ml dans laquelle les inclusions étaient de taille plus diverses. Les 
autres sous-populations de cellules Kurloff de densité intermédiaire 
présentent une certaine hétérogénéité quant à la taille de la cellule et de 
l'inclusion cytoplasmique. 
Nos résultats montrent aussi que la sous-population de densité 1.076 
g/ml est la population majoritaire de cellules Kurloff retrouvée au niveau 
de rate de cobayes traités aux œstrogènes. Nous avons ainsi purifié 5 sous-
populations de cellules Kurloff sur la base de leur densité cellulaire. Cette 
classification des cellules Kurloff selon leur densité ne tient pas compte de 
certains critères biochimiques et immunologiques. Une classification des 
cellules Kurloff basée sur certaines activités cellulaires (activités 
enzymatiques, activité NK .. . ) et/ou sur la présence de certains marqueurs 
immunologiques serait aussi utile. A ce titre, nous avons déterminé s'il 
était possible de distinguer ces 5 sous-populations sur la reconnaissance 
de ces cellules par les Acm produits par les 8 clones préalablement 
sélectionnés. A l'aide de la technique de cytométrie de flux, nous avons 
observé que les cinq sous-populations ont été reconnues par les Acm. 
Cependant, il est intéressant de noter que la sous-population de cellules 
Kurloff de densité 1.048 g/ml a été plus faiblement marquée par les 8 Acm. 
Ces résultats suggèrent que les divers épitopes reconnus par les Acm sont 
exprimés de la même façon au niveau des sous-populations de cellules 
Kurloff, à l'exception des cellules de densité 1.048 g/ml. Ce marquage plus 
faible de cette sous-population de cellules Kurloff peut provenir d'une 
expression moins importante des épitopes reconnus par les Acm. 
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SCHUURS et VERHEUL (1990) ont montré que les hormones 
sexuelles pouvaient moduler certaines réponses immunologiques tels que 
l'immunité humorale et à médiation cellulaire, l'allergie, l'autoimmunité 
ainsi que l'activité NK. DEBOUT et coll. (1991) proposérent qu'un 
mécanisme responsable de ces modulations était une modification de 
l'expression des produits du complexe majeur d'histocompatibilité (MHC). 
Ils ont montré ainsi que l'œstradiol diminuait l'expression des antigènes 
du MHC des classes I et II sur les cellules mononucléaires incluant les 
cellules Kurloff. Cependant, le même traitement hormonal n'influence 
pas l'expression du MHC chez les cellules polymorphonucléaires qui ne 
sont pas impliquées dans la réponse immune. Sur la base de ces données, 
nous avons voulu vérifier si le traitement aux œstrogènes pouvait modifier 
l 'expression des épitopes reconnus par les Acm. Nous avons réalisé cette 
étude en utilisant les Acm du clone 14Dl dirigés contre les cellules Kurloff 
spléniques de cobaye témoins et sur celles traités aux œstrogènes. Une 
étude par immunofluorescence a permis de montrer que les Acm 14Dl ne 
liaient que les cellules Kurloff (présence de fluorescence) et que les entitées 
reconnues par ces Acm étaient aussi présentes au niveau des cellules 
Kurloff spléniques de cobayes témoins. Ce résultat suggère que le 
traitement aux œstrogènes n'a pas modifié la reconnaissance par l'Acm 
14Dl. 
Dans le but de vérifier la distribution cellulaire des entitées 
reconnus par les Acm, nous avons effectués la même étude a l'aide de la 
technique d'immunoGold. Cette méthode d'immunodétection beaucoup 
plus sensible et précise nous a révélée la distribution homogène des 
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épitopes reconnus par l'Acm 14Dl. De plus, l'immunoGold a confirmé les 
résultats obtenus par immunofluorescence. Les cellules Kurloff provenant 
de cobayes traités aux œstrogènes ont été marquées de la même façon 
(résultat non montré) que les cellules Kurloff provenant de cobayes 
témoins. Ces résultats suggèrent que le traitement hormonal ne modifie 
pas l'expression de l'épitope reconnu par l'Acm 14Dl. De plus, les cellules 
contaminantes (non cellules Kurloff) n'ont pas été marquées par l'Acm 
14Dl (figure 13b). La présence de quelques billes d'or (taches blanches) à la 
surface de cette cellule contaminante représente un bruit de fond de l'Acm 
14Dl tel qu'observé aux figures 8 et 9. 
L'activité cytotoxique de type NK a déjà été observée chez le cobaye. 
Cette activité est attribuée en grande partie aux cellules Kurloff. DEBOUT 
et coll. (1984), EREMIN et coll. (1980 a,b) et ALTMAN et RAPP (1978) ont 
même observé que l'activité cytotoxique de divers tissus est proportionnelle 
au nombre de cellules Kurloff présentes dans ces tissus. DEBOUT et coll. 
(1993) et POULIOT (1991) ont caractérisé davantage les mécanismes des 
activités cytotoxiques des cellules Kurloff. Cependant, l'appartenance des 
cellules Kurloff à la famille des cellules NK n'est pas encore démontrée. 
Les cellules Kurloff possédant une activité NK, il devenait 
intéressant de déterminer si les marqueurs spécifiques des cellules NK 
humaines ou de rat se trouvaient présents sur ces cellules. Les cellules 
NK humaines sont principalement caractérisées par l 'absence des 
molécules CD3trCR et par l'expression des antigènes de surface CD16 et 
CD56 (MORETTA et coll., 1989). L'antigène CD16 est une protéine de 50 à 
70 KDa associée à un récepteur pour les fragments Fe 
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d'immunoglobulines gamma (PERUSSIA et coll., 1983 a,b; RUMPOLD et 
coll., 1982). Le CD16 (FcyRIII) médie la liaison de complexes immuns et 
l'activité cellulaire cytotoxique dépendante des anticorps (ADCC; Antibody-
Dependant Cellular Cytotoxicity) (PERUSSIA et coll., 1984; KIPPS et coll., 
1985). L'antigène CD56 (NKHl ou Leu 19) est une glycoprotéine de 200 KDa 
dont les fonctions sont inconnues (GARCIA-SUAREZ et coll., 1993; 
HERCEND et coll., 1985). Contrairement au CD16, le CD56 n'est pas 
exprimé par les neutrophiles (HERCEND et coll., 1985). Le CD56 apparait 
plutôt à la surface des cellules NK activées (GARCIA-SUAREZ, 1993). 
Nous avions à notre disposition des Acm commerciaux dirigés 
spécifiquement contre les marqueurs CD 16 et CD56 chez les cellules NK 
humaines. Nous avons testé si ces Acm murins anti-CD16h et anti-CD56h 
étaient capables de marquer les sous-populations de cellules Kurloff. Nous 
avons observé que les sous-populations de cellules Kurloff étaient 
marquées entre 55 et 70 % par l'anti-CD56h. Ce premier résultat indique 
que les cellules Kurloff semblent exprimer un épitope semblable à celui 
reconnu par l'anti-CD56. Cependant, selon la sous-population étudiée, 
environ 30 à 45 % des cellules Kurloff ne sont pas marquées par l'anti-
CD56. Ce résultat indique que chacune des sous-populations de cellules 
Kurloff purifiées contient au moins une sous-population de cellules ne 
possédant pas le marqueur reconnu par les Acm anti-CD56. Ces résultats 
suggèrent que la classification des cellules Kurloff selon leur densité n'est 
pas un paramètre suffisant pour caractériser les sous-populations de 
cellules Kurloff et que des marqueurs immunologiques sont nécessaires 
pour compléter la classification des sous-populations. Une hétérogénéité 
dans l'expression de marqueurs présents au niveau des cellules NK 
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humaines a été aussi montrée (LANIER et coll., 1986; RITZ et coll., 1988; 
ROBERTSON et coll.; 1990). 
Le marquage des cellules Kurloff par les Acm anti-CD56 renforce 
l'hypothèse de l'appartenance des cellules Kurloff à une population de 
cellules NK. Cependant, le fait qu'un très faible marquage ait été observé 
avec l'Acm anti-CD16h n'exclut pas le fait que les cellules Kurloff 
n'expriment pas le CD16 (Fc-yRIII). EREMIN et coll., (1980 a) ont montré 
que les cellules Kurloff possédaient une activité ADCC suggérant la 
présence du récepteur CD16 sur ces cellules. 
DEBOUT et coll. (1991) ont caractérisé certains antigènes de surface 
des cellules Kurloff. Ils ont ainsi exclu la possibilité d'une association 
entre les cellules Kurloff et la lignée monocyte/macrophage (MR-I-), la 
lignée de lymphocytes B (CTlO-, IgM-) et la lignée lymphocyte T cytotoxique 
suppresseur (CT6-). L'immunophénotype des cellules Kurloff correspond à 
celui d'un thymocyte mature (pan T, CT7+, 8BE6-). Ces auteurs ont conclu 
que la cellule Kurloff se classe parmi les cellules NK effectrices exprimant 
des marqueurs des lymphocytes T. Ce résultat est en accord avec 
l'hypothèse de la maturation des cellules Kurloff au niveau du thymus 
suggéré par SANDBERG et HAGELIN (1986). Il serait intéressant de 
vérifier l'expression de ces antigènes de surface sur les 5 sous-populations 
de cellules Kurloff que nous avons identifiées. 
Nous avons vérifié l'activité cytotoxique de chacune des sous-
populations de cellules Kurloff contre la cellule cible murine NK-sensible 
YAC-1. Les sous-populations de plus faible densité ont présenté l'activité 
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cytotoxique la plus importante. Ce résultat est intéressant car il indique 
que l'activité NK dépendrait des cellules Kurloff ayant une propriété 
physique particulière, ce qui permettrait peut-être une classifiaction des 
sous-populations de cellules Kurloff suivant leur activité NK vis-à-vis une 
cellule tumorale donnée. 
Nous aurions pu nous attendre à ce que les cellules de plus forte 
densité, possèdant une plus grande inclusion cytoplasmique, présentent 
une activité NK plus marquée que les cellules Kurloff de densité cellulaire 
inférieure. Le traitement aux œstrogènes n'augmente cependant pas les 
activités phosphatase acide, triméthaphosphatase (TIFFON et coll., 1986; 
LANDEMORE et coll., 1987) et arylsulphatase (BUAT et coll.; 1988) 
présentes au niveau de l 'inclusion cytoplasmique. Ces activités sont 
potentiellement responsables de la lyse des cellules cibles tumorales 
(MacDERMOTT et coll., 1985 ; PARMLEY et coll., 1985). Ces résultats 
suggèrent que l 'activité NK des cellules Kurloff est indépendante de la 
taille de l'inclusion cytoplasmique. 
Certains Acm dirigés spécifiquement contre des antigènes présents 
sur les cellules NK peuvent moduler l'activité cytotoxique de ces cellules. 
MORETIA et coll. (1993) ont montré que des Acm anti-CD2 et anti CD-16 
augmentent le pouvoir lytique de toutes lignées cellulaires effectrices 
exprimant ces antigènes de surface. A l'inverse, LOUGHRAN et coll. 
(1993) ont rapporté que des Acm anti-CD18 diminuent le pouvoir lytique des 
cellules NK chez le chien. D'autres auteurs (HOSKIN et RODER, 1992) ont 
produit un nouvel Acm qui reconnait une structure membranaire 
impliquée dans la reconnaissance des cellules cibles et par ce fait, inhibe 
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l'activité cytotoxique des cellules NK murines. Sur la base de ces 
observations, nous avons vérifié l'effet des Acm produits par le clone 14Dl 
sur l'activité NK d'une population mixte de cellules Kurloff (1.076 à 1.100 
g/ml). Nos résultats montrent que le 14Dl semble moduler positivement 
l'activité NK des cellules Kurloff. Cependant, cette augmentation de 
l'activité NK induite par les Acm du clone 14Dl n'est pas significative. De 
plus, les Acm du clone 14Dl n'ont pas augmenté significativement 
l'activité NC des cellules Kurloff (résultats non montrés). 
CONCLUSIONS 
Dans la présente étude, nous avons établi que l'augmentation du 
nombre de cellules Kurloff dans la rate au cours d'un traitement à 
l'œstradiol est en corrélation (r = 0.824) à l'augmentation du nombre de 
cellules Kurloff dans la moëlle osseuse. Cette même augmentation au 
niveau de la rate ne semble pas être proportionnelle (r = 0.053) avec 
l'augmentation de cellules Kurloff observé au niveau du sang. 
Nous avons identifié et purifié 5 sous-populations de cellules Kurloff 
sur la base de leur densité cellulaire (1.048, 1.062, 1.076, 1.087 et 1.100 
g/ml). La sous-population de plus forte densité est très homogène en 
considération de la taille de son corps d'inclusion, ce qui n'est pas le cas 
pour les sous-populations de plus faible densité. Nos études ont aussi 
montré que la population de densité 1.076 g/ml représente la sous-
population de cellules Kurloff la plus importante en nombre. 
Nous avons aussi produit et caractérisé 8 Acm (isotype: IgGl) 
dirigés spécifiquement contre les cellules Kurloff de cobaye. Toutes les 
sous-populations de cellules Kurloff ont été marquées par ces Acm avec un 
plus faible marquage pour la population cellulaire de 1.048 g/ml. Les 
études d'immunofluorescence ont montré que l'Acm 14Dl reconnait les 
cellules Kurloff provenant de cobayes témoins et les cellules Kurloff 
provenant de cobayes traités aux œstrogènes. Cette observation a été 
confirmé par microscopie électronique à l'aide de la technique 
d 'ImmunoGold. 
Une proportion importante des cellules Kurloff (entre 55 et 70 %) ont 
été marquées par un Acm commercial (anti-CD56h) dirigé spécifiquement 
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contre le marqueur le plus spécifique des cellules NK humaines. Ce 
marquage suggère l'existence d'un marqueur semblable au CD56 sur les 
cellules Kurloff rapprochant ce type cellulaire d'une population de cellules 
NK. 
Des essais de cytotoxicité ont montré que toutes les sous-populations 
de cellules Kurloff sont capables d'activité NK contre la cellules cible NK-
sensible YAC-1. Cependant, les sous-populations de plus faible densité 
(1.048 à 1.076 g/ml) possèdent l'activité cytotoxique la plus importante. De 
plus, nos études ont montré que l'Acm du clone 14Dl ne semble pas 
potentier de façon significative l'activité cytotoxique des cellules Kurloff 
(1.076 à 1.100 g/ml), en comparaison avec le surnageant d'un Acm non-
spécifique de même isotype que l'Acm 14Dl et le surnageant du myélome 
NSO. 
La production d'Acm spécifiques contre les cellules Kurloff de 
cobaye représente un outil très utile qui permet d'étudier davantage les 
rôles de ces cellules dans la défense anti-tumorale chez le cobaye et dans la 
protection du placenta contre les mécanismes de défense immunitaire de 
la mère. Ces Acm pourraient aussi nous aider dans l'identification des 
cellules progénitrices des cellules Kurloff. Ce modèle animal est d'autant 
plus intéressant puisqu'il permet l'obtention d'un grand nombre de 
cellules Kurloff avec une pureté importante permettant ainsi des études 
plus extensives sur les différents mécanismes cytotoxiques de cellules NK. 
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